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Tabla 1- Proteínas reguladas por oxidación a ácido sulfénico de alguno  


































7-AAD: 7-aminoactinomicina D 
BrdU: Bromodesoxiuridina 
CaM: Calmodulina  
CaMKII: Quinasa II dependiente de calmodulina 
Cas9 (CRISPR asociated protein 9): Proteína asociada a CRISPR 9 
CFU (Colony-forming unit): Unidad formadora de colonias 
CGD (Chronic granulomatous disease): Enfermedad granulomatosa crónica 
CLPs (Common lymphoid progenitors): Progenitores linfoides comunes 
CMPs (Common myeloid progenitors): Progenitores mieloides comunes 
CRAC (Calcium-release-activated calcium): Liberación de calcio activada por calcio 
CRISPR (Clustered regularly interspaced short palindromic repeats): Repeticiones 
palindrómicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas 
DCF: Diclorofluoresceína 
DCFDA: Diacetato de 2,7-dihidrodiclorofluoresceína 
DMSO: Dimetilsulfóxido 
DPI (Diphenileniodonium): Difenileniodonium 
Duox (Dual oxidases): Oxidasas dobles 
ETC (Electron transport chain): Cadena transportadora de electrones 
GMPs (Granulocyte-monocyte progenitors): Progenitores de granulocitos-monocitos 
GPx: Glutatión peroxidasa 
GR: Glutatión reductasa 
GSH: Glutatión reducido 
HPCs (Hematopoietic progenitor cells): Células progenitoras hematopoyéticas 
HRP (Horseradish peroxidase): Peroxidasa de rábano 





HSPCs (Hematopoietic stem and progenitor cells): Células madre y progenitoras 
hematopoyéticas 
IP3R (Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor): Receptor de inositol trifosfato 
LDCCs (Ligand-dependent calcium channels): Canales de calcio dependientes de 
ligando 
Lin¯ (Lineage negative cells): Células linaje negativas 
LKs: Células Lin¯ Sca-1¯ c-Kit+ (marcaje equivalente a HPCs) 
LMPPs (Lymphoid-primed multipotent progenitors): Progenitores multipotentes 
comprometidos a linfoides 
LSKs: Células Lin¯ Sca-1+ c-Kit+ (marcaje equivalente a HSCs) 
LT-HSCs (Long-term HSCs): Células madre hematopoyéticas de largo plazo 
MEPs (Megakaryocyte-erythrocyte progenitors): Progenitores de megacariocitos-
eritrocitos 
MO: Médula ósea 
MPPs (Multipotent progenitors): Progenitores multipotentes 
MSCs (Mesenchymal-stromal cells): Células madre mesenquimales del estroma 
Msrs: Metionina sulfóxido reductasas 
NAC: N-acetilcisteína 
NADPH: Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 
NCX (Sodium(Na)-calcium exchanger): Intercambiadores de sodio/calcio 
NOS: Óxido nítrico sintasa 
Nox: NADPH oxidasas 
PBS (Phosphate-buffered saline): Tampón fosfato salino 
phox (phagocyte oxidase): Oxidasa de fagocitos 
PKA: Proteína quinasa A 






PMA: Forbol(Phorbol) 12-miristato-13-acetato 
PMCAs: ATPasas de calcio de membrana plasmática 
Prxs: Peroxirredoxinas 
PTPs: Proteína tirosina fosfatasas 
RE: Retículo endoplásmico  
RNAseq (RNA sequence): Secuenciación de ARN 
RONS (Reactive oxygen and nitrogen species): Especies reactivas de oxígeno y 
nitrógeno 
ROS (Reactive oxygen species): Especies reactivas de oxígeno 
RyR (Ryanodine receptor): Receptor de rianodina 
SERCA: ATPasa de calcio del retículo endoplásmico/sarcoplásmico 
SOCCs (Store-operated calcium channels): Canales de calcio dependientes de 
depósito 
SOD: Superóxido dismutasa 
SP: Sangre periférica 
Srx: Sulfirredoxina 
ST-HSCs (Short-term HSCs): Células madre hematopoyéticas de corto plazo 
Tks4 / Tks5 (Tyrosine kinase substrate with 4 / 5 SH3 domains): Proteína sustrato de 
tirosina quinasa con 4 / 5 dominios SH3 
TrxR: Tiorredoxina reductasa 
Trxs: Tiorredoxinas 
VDCCs (Voltage-dependent calcium channels): Canales de calcio dependientes de 
voltaje 
vSMCs (Vascular smooth muscle cells): Células de músculo liso vascular 


















































En su forma más básica, la vida se reduce al flujo de electrones. Los 
organismos, a través de miles de años de evolución, siempre han basado su 
metabolismo en la extracción de electrones del medio que los rodea para 
emplearlos en la producción de energía. Durante todo ese tiempo se ha ido 
perfeccionando el sistema, obteniendo los electrones de compuestos cada vez más 
complejos, o utilizando diferentes moléculas como aceptores finales para esos 
electrones. Aun así, el flujo de electrones nunca ha sido perfecto, dando lugar a la 
aparición ocasional de compuestos con electrones desapareados en sus orbitales 
externos. Estos compuestos se denominan radicales y poseen una baja estabilidad 
y una alta reactividad con moléculas susceptibles de su entorno. Debido a ello, los 
radicales siempre se han considerado agentes nocivos que provocan la oxidación y 
el deterioro celular, y se ha buscado la forma de eliminarlos para evitar su efecto 
perjudicial sobre la salud. Sin embargo, durante las últimas décadas se ha 
descubierto que los organismos también aprendieron a aprovechar la formación de 
algunos de estos radicales en su propio beneficio, principalmente de las especies 
reactivas de oxígeno (ROS, del inglés reactive oxygen species), de manera que los 
integraron dentro de su metabolismo y regulación. Al haber adquirido esta gran 
importancia en diferentes funciones celulares, la eliminación indiscriminada de 
ROS puede tener tantos efectos perjudiciales como el exceso de su formación. Por 
tanto, uno de los retos de la investigación hoy día es conocer fielmente qué especies 
se forman, cómo y dónde lo hacen, cómo intervienen en la regulación celular 
normal, y cómo podemos modularlas sin afectar al resto de funciones celulares en 
caso de que sus niveles se encuentren alterados. 
Mediante esta tesis intentamos dar un poco más de luz a la función de estas 
ROS durante la hematopoyesis in vivo, y en especial al papel fundamental que 
pueden estar cumpliendo sus principales enzimas productoras, las NADPH 
oxidasas. 
 
I.1 - ROS 
Las ROS son uno de los grupos de radicales más importantes 
biológicamente, y se caracterizan por la presencia de oxígeno como átomo central 
de sus moléculas. El compuesto más sencillo y generado mayoritariamente es el 
anión superóxido (O2 ¯), ya que únicamente necesita la adición de un electrón a la 





capacidad de difusión ni una alta capacidad oxidante, por lo que no es capaz de 
oxidar macromoléculas. Por el contrario, el radical hidroxilo (OH ) es posiblemente 
el más nocivo de todos, con una vida media extremadamente corta, es capaz de 
atacar inespecíficamente a prácticamente cualquier tipo de molécula. Dentro de las 
ROS también podemos encontrar compuestos no radicales, sin electrones 
desapareados, pero que igualmente pueden ser muy oxidantes. Entre ellos el más 
importante es el peróxido de hidrógeno (H2O2), que puede generarse a partir del 
O2 ¯, es capaz de difundir a través de las membranas, tiene gran poder oxidante y 
puede generar OH  en presencia de metales catiónicos como el Fe2+ o el Cu+. Por 
último, el O2 ¯ también puede reaccionar con el radical óxido nítrico (NO ), 
formando especies reactivas mixtas de oxígeno y nitrógeno (RONS) (Fig. 1). 
 
Figura 1- Conexiones entre las principales ROS fisiológicas. NOS: óxido 
nítrico sintasa; NO : radical óxido nítrico; RONS: especies reactivas de 
oxígeno y nitrógeno; MPO: mieloperoxidasa; Fenton: reacción de Fenton. 
 
I.2 - DEFENSAS ANTIOXIDANTES 
Hoy en día el oxígeno es un elemento esencial en nuestra atmósfera, pero 
en las etapas iniciales de la vida esto no era así. La atmosfera primigenia del planeta 
estaba principalmente constituida por gases expulsados por los volcanes, como H2, 




de las cianobacterias, y su capacidad de fotosíntesis oxigénica, el oxígeno comenzó 
a acumularse y aumentó sus niveles atmosféricos hasta prácticamente los niveles 
de hoy en día 2. Este proceso es denominado la Gran Oxidación (the Great Oxidation 
Event 1) y, gracias a la capacidad del O2 como aceptor final de electrones para 
multitud de procesos biológicos, supuso su incorporación al metabolismo de los 
organismos. Sin embargo, la utilización del O2 también trajo consigo la aparición 
de las ROS como subproductos, y todos sus daños nocivos, de manera que los 
organismos con una defensa efectiva ante estos elementos serían los que 
evolutivamente continuarían con la vida en el planeta. Buena prueba de ello es que, 
hasta la fecha, todos los organismos han demostrado tener algún sistema de 
eliminación de O2 ¯ y de H2O2 3,4. 
Como sistemas antioxidantes podemos encontrar sistemas enzimáticos 
especializados en degradar las ROS, compuestos reductores que se oxidan para 
eliminar la capacidad oxidante de las ROS, o incluso compuestos quelantes que 
secuestran metales catiónicos libres que son susceptibles de reaccionar para 
generar más ROS. 
Entre los sistemas enzimáticos más importantes encontramos las 
superóxido dismutasas (SOD), la catalasa, las glutatión peroxidasas (GPx) y las 
peroxirredoxinas (Prxs). Estos grupos de enzimas combinan muy bien su actividad, 
ya que el producto de reacción de una suele ser el sustrato de la siguiente. Las SOD 
son metaloenzimas que eliminan muy eficientemente el O2 ¯ tanto en la 
mitocondria (Mn-SOD) como en el citoplasma (Cu-Zn-SOD), a costa de generar 
H2O2. La catalasa es una enzima muy común que cataliza la reducción de dos 
moléculas de H2O2 en H2O y O2, aunque en mamíferos se localiza casi 
exclusivamente en los peroxisomas 5, por lo que debe haber más enzimas que se 
encarguen de la degradación del H2O2 celular. Entre ellas están las GPx, que 
reducen gran variedad de peróxidos gracias a la oxidación del glutatión reducido 
(GSH), el cual se regenera posteriormente gracias a las glutatión reductasas (GR). 
Pero las más efectivas son las Prxs 6, proteínas que poseen un residuo cisteína N-
terminal capaz de oxidarse para eliminar el H2O2. Estas enzimas suelen actuar de 
forma conjunta a las tiorredoxinas (Trxs), que se oxidan para devolver a las Prxs a 
su estado reducido y así poder volver a actuar, mientras que ellas son reducidas 
de nuevo por la tiorredoxina reductasa (TrxR). Tanto la GR como la TrxR recuperan 
a sus respectivos productos a su estado reducido gracias a la oxidación del NADPH 





degrada rápidamente las ROS generadas impidiendo que oxiden o interaccionen 
con otras moléculas sensibles (Fig. 2). 
 
Figura 2- Puntos de interacción de los principales sistemas antioxidantes 
con las ROS. SOD: superóxido dismutasas; GSH: glutatión reducido; GSSG: 
glutatión oxidado; GPx: glutatión peroxidasas; GR: glutatión reductasas; 
Prxs: peroxirredoxinas; Trx-SH: tiorredoxinas reducidas; Trx-SS: 
tiorredoxinas oxidadas; TrxR: tiorredoxina reductasa. 
 
A parte de los sistemas enzimáticos, como compuesto reductor principal 
también encontramos al propio GSH. Este compuesto es un tripéptido ( -glutamil-
cisteinil-glicina) muy abundante que además de ser sustrato de la GPx puede 
actuar por sí solo gracias al grupo tiol (R-SH) de su cisteína, el cual puede formar 
puentes disulfuro con otras cisteínas para protegerlas de la oxidación 8. Estas 
uniones son reversibles gracias a la acción también de la GR. Adicionalmente, la 
capacidad reductora del GSH le permite incluso regenerar otros compuestos 




Compuestos como la ceruloplasmina, la ferritina y la transferrina son 
considerados antioxidantes gracias a su capacidad de actuar como quelantes de 
metales de transición, ya que se unen a ellos e impiden que se autooxiden y 
reaccionen generando ROS más peligrosas, como el OH . 
Finalmente, podemos encontrar una gran variedad de compuestos 
químicos que en las condiciones apropiadas también pueden actuar como 
antioxidantes, como el ácido úrico, el ácido lipoico, los flavonoides, el -caroteno 
o las vitaminas C y E. Estos compuestos son capaces de reducir elementos 
oxidantes a derivados menos reactivos, pero poseen la contrapartida de que ellos 
mismos se convierten entonces en radicales oxidantes. Por tanto, lo importante 
para considerar a un compuesto como antioxidante es que su forma oxidada sea 
menos reactiva y peligrosa que el elemento inicial al que haya neutralizado 9, y eso 
depende de muchos factores (pH, reactividad relativa, disponibilidad de 
catalizadores metálicos, …) 10. 
 
I.3 - ORIGEN DE LAS ROS 
Tras la Gran Oxidación el metabolismo aerobio se convirtió en el 
protagonista de la mayoría de procesos vitales, sobre todo gracias a su mayor 
producción energética, y su principal efector es la cadena transportadora de 
electrones mitocondrial (ETC, electron transport chain). Tradicionalmente, el 
funcionamiento de esta ETC ha constado de 5 complejos proteicos, todos ellos 
situados en la membrana interna mitocondrial (Fig. 3). 
 El Complejo I aprovecha los electrones obtenidos al oxidar el 
NADH (obtenido de alguna de las rutas metabólicas) a NAD+ para reducir 
ubiquinona en ubiquinol. Además, durante el proceso bombea 4H+ hacia 
el espacio intermembrana. 
 El Complejo II es la propia succinato deshidrogenasa del ciclo de 
los ácidos tricarboxílicos, que aprovechando la oxidación del succinato a 
fumarato es capaz de reducir también la ubiquinona en ubiquinol. 
 El Complejo III oxida el ubiquinol previamente formado por los 
Complejos I y II de nuevo a ubiquinona, y cede esos electrones a moléculas 






 El Complejo IV va captando los electrones del citocromo c y 
reduciendo con ellos una molécula de O2, de manera que con 4 electrones 
acaba generando 2 moléculas de H2O. A su vez, expulsa otros 2H+ hacia el 
espacio intermembrana. 
 La ATP sintasa (o Complejo V) aprovecha la fuerza motriz 
generada por el gradiente de H+ en el espacio intermembrana para unir 
una molécula de adenosín difosfato (ADP) con otro fosfato inorgánico y 
generar ATP. 
 
Figura 3- Cadena transportadora de electrones mitocondrial. C-I a C-V: los 
diferentes complejos de la cadena; Q: ubiquinona; QH2: ubiquinol; Cit C: 
citocromo c; EIM: espacio intermembrana mitocondrial; MMI: membrana 
mitocondrial interna; MM: matriz mitocondrial. 
 
El problema de este sistema es que durante todo este flujo de electrones 
mediante procesos de oxido-reducción se producen pequeños desajustes que 
acaban desencadenando la pérdida de electrones, y con ello la formación de ROS. 
Se han realizado múltiples estudios para conocer cuál es la fuente principal de 
generación de estas ROS, y parece que los Complejos I y III son los que mayor tasa 
de formación de ROS poseen, mientras que los Complejos II y IV generarían 
cantidades despreciables en comparación con ellos 11. Sin embargo, todos estos 
estudios se han realizado bajo las condiciones óptimas de formación de ROS para 
cada complejo específico, y utilizando distintos inhibidores del resto de 
componentes, de manera que no se está evaluando el comportamiento 
mitocondrial real, y la generación de ROS in vivo por cada complejo aún no se 




Además, actualmente los estudios apuntan a que todos estos complejos no 
se encuentran de forma libre fluyendo por la membrana interna mitocondrial, sino 
que poseen zonas específicas de unión entre ellos y se suelen enlazar formando 
supercomplejos 12,13. El más abundante parece ser la unión entre un Complejo I, un 
dímero de dos Complejos III y un Complejo IV, que se ha demostrado que posee la 
actividad necesaria para realizar la fosforilación oxidativa por sí solo 14, y se le ha 
denominado respirasoma. Una de las aparentes ventajas de la formación de estos 
supercomplejos es que el flujo de electrones se realiza de manera más eficiente y 
existe una menor pérdida, de manera que se generan menos ROS 15. 
A pesar de ser la gran productora de ROS mitocondrial, la ETC no es la 
única fuente de ROS, sino que en la mitocondria existen otros tantos sistemas 
enzimáticos que generan ROS de forma indirecta. En la matriz mitocondrial 
encontramos complejos como la -cetoácido deshidrogenasa de cadena ramificada, 
las -cetoadipato, piruvato y -cetoglutarato deshidrogenasas, la aconitasa, o la 
flavoproteína de transporte de electrones ubiquinona oxidorreductasa (que se 
puede considerar como una tercera entrada de electrones a la ETC, ya que también 
 
Figura 4- Fuentes de ROS mitocondriales. MAO: monoamino oxidasa; 
Citb5R: citocromo b5 reductasa; Cit C: citocromo c; G3PDH: glicerol-3-fosfato 
deshidrogenasa; DHODH: dihidroorotato deshidrogenasa; COADH: 
complejos de 2-oxoácido ( -cetoácido) deshidrogenasas; ETF-QO: 
flavoproteína de transporte de electrones ubiquinona oxidorreductasa; MME: 
membrana mitocondrial externa; EIM: espacio intermembrana mitocondrial; 





reduce ubiquinona en ubiquinol), que son sistemas que generan cierta cantidad de 
ROS durante sus procesos de oxido-reducción 11,16,17. En la membrana interna 
mitocondrial se encuentran la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa y la dihidroorotato 
deshidrogenasa mitocondriales, y algunas enzimas del sistema citocromo P450, 
que también generan ROS que se liberan al espacio intermembrana mitocondrial 
16,18. Por último, en la membrana externa mitocondrial podemos encontrar a la 
monoamino oxidasa y la citocromo b5 reductasa 16, cuya formación indirecta de 
ROS sería liberada al exterior de la mitocondria (Fig. 4). 
 
Finalmente, no sólo la mitocondria es capaz de generar ROS, sino que en el 
resto de la célula también podemos encontrar una gran variedad de enzimas 
capaces de generar ROS de forma secundaria, sobre todo aquellas enzimas que 
poseen actividad oxidasa, como la xantina oxidasa, monooxigenasa, lipooxigenasa, 
ciclooxigenasa o la óxido nítrico sintasa (NOS) desacoplada 19. Pero de entre todos 
los sistemas celulares generadores de ROS el más destacado es la familia de 
enzimas NADPH oxidasas que, al contrario de todos los demás sistemas, no las 
generan como subproductos, sino que lo hacen de forma directa como principal 
función. Sobre esta importante familia hablaremos en un capítulo más adelante. 
 
I.4 - SEÑALIZACIÓN REDOX 
Los sistemas de defensa antioxidante ofrecieron a los organismos la 
capacidad de lidiar con la continua superproducción de ROS, pero la evolución no 
paró ahí, los organismos comenzaron a utilizar estos sistemas para modular los 
niveles de ROS y utilizarlos en su beneficio. Gran muestra de ello es la multitud de 
respuestas celulares a señales externas que son acompañadas por pequeñas 
subidas en los niveles de ROS, como factores de crecimiento (PDGF, EGF, GM-
CSF), citoquinas (IL-1, IL-3, TGF- - istas de receptores acoplados a 
proteína G (angiotensina II, tirotropina, trombina, hormona paratiroidea, 
serotonina, bradiquinina) 20. Si se inhibe el aumento de ROS generado por estos 
estímulos la respuesta celular se ve comprometida, por lo tanto, las ROS deben 
estar actuando como parte de la señalización que enlaza el estímulo con su 
respuesta específica. Además, también se ha visto que la estimulación exógena con 




en estos procesos 10, evidenciando el importante papel que han adquirido las ROS 
en la señalización celular durante la evolución. 
Dada la rápida transformación que puede darse entre unas ROS y otras, y 
la falta de compuestos específicos que nos permitan detectarlas de forma 
discriminada, es muy complicado conocer la ROS específica que pueda estar 
involucrada en cada reacción. Aun así, la baja reactividad biológica del O2 ¯ 9, en 
comparación con el alto ratio de dismutación por parte de la SOD, hace que éste 
posiblemente solo sea capaz de actuar en distancias muy cortas de su lugar de 
generación, no siendo la mejor opción para la señalización. En el caso del OH  
sucede lo contrario, su altísima capacidad de reaccionar con casi cualquier 
molécula biológica que se encuentre hace imposible pensar que tenga un mínimo 
de especificidad para poder actuar como segundo mensajero. Por tanto, la principal 
molécula involucrada en la señalización celular parece ser el H2O2, gracias a su falta 
de carga por no tener electrones desapareados, lo que le aporta una relativa 
estabilidad y una mayor capacidad de difusión 9. También posee cierto grado de 
especificidad, ya que su reacción con la mayoría de moléculas biológicas necesita 
una alta energía de activación y es lenta 9, sin embargo, con sus principales dianas 
reacciona mucho más fácilmente y además poseen un amplio rango de sensibilidad 
a la oxidación 21. Así, a bajas concentraciones de H2O2 solo se verán afectadas las 
moléculas más reactivas hacia este, mientras que las menos sensibles únicamente 
se oxidarán a concentraciones más altas. 
Las principales dianas sensibles de oxidación por H2O2 son proteínas con 
centros metálicos o con residuos de cisteína, que es uno de los aminoácidos más 
sensibles a la oxidación junto con metionina, tirosina y triptófano 22,23. 
 
I.4.A - Oxidación de residuos cisteína 
La característica diferencial de la cisteína es su grupo tiol (R-SH), que es 
capaz de ionizar fácilmente a tiolato (R-S¯) si se encuentra en un entorno adecuado 
que estabilice su carga negativa (por ejemplo, al lado de aminoácidos como lisina 
o arginina 21), haciéndola mucho más sensible aún a la oxidación. Su oxidación por 
H2O2 genera la formación de ácidos sulfénicos (R-SOH) inestables, que pueden: 
reducirse de nuevo a su forma original; reaccionar con otros grupos R-SH cercanos 





sulfínicos (R-SO2H) y posteriormente sulfónicos (R-SO3H) (Fig. 5). Si estos procesos 
de oxidación tienen lugar en residuos de cisteína situados en el centro activo de 
alguna enzima suele significar la modificación reversible (R-SOH y R-SS-R) o 
irreversible (R-SO2H y R-SO3H) de su actividad, ofreciendo al H2O2 una gran 
versatilidad de regulación y la posible diversificación de la señal según el tipo de 
modificación formada. 
 
Figura 5- Red de modificaciones por oxido-reducción de la cisteína. Los 
estados de oxidación a priori irreversibles se encuentran marcados en rojo. 
GSH: glutatión; GR: glutatión reductasa; Trx: tiorredoxinas; TrxR: 
tiorredoxina reductasa; Srx: sulfirredoxina. 
 
A pesar de la baja estabilidad de los ácidos sulfénicos se ha identificado su 
formación en multitud de proteínas involucradas en señalización celular como 
fosfatasas, quinasas, factores de transcripción, desubiquitinasas y canales iónicos 
24,25 (Tabla 1). 
Los puentes disulfuro son una frecuente modificación postranscripcional 
de las proteínas que ayuda a su plegamiento y estabilidad, sucediendo 




Tabla 1- Proteínas reguladas por oxidación a ácido sulfénico de alguno de 
sus residuos cisteína. 
IKK- : I B quinasa ; L-PYK: piruvato quinasa hepática; MTAP: 
metiltioadenosina fosforilasa. (Modificada de Lo Conte and Carroll, 2013 24). 
 
debido al carácter reductor que mantienen las reductasas en ese entorno, pero si 
aumenta el nivel de oxidación por la generación localizada de ROS se pueden dar 
las condiciones para su formación 25. Una vez formados son bastante estables y 
pueden alterar la actividad, localización subcelular e interacciones de las proteínas. 
Algunos ejemplos de proteínas que son inhibidas por la formación de puentes 





aumento de ROS son las proteína tirosina fosfatasas (PTPs), AKT o ciertas caspasas 
25,26. Las proteína quinasas también pueden regularse de esta manera, aunque en 
este caso su efecto puede variar según la proteína: pueden ser activadas, como en 
el caso de serina-treonina quinasas PKG1  o ATM, cuya unión entre homodímeros 
mediante puentes disulfuro mejora la afinidad por sus dianas; o pueden ser 
inhibidas, como ciertas Src tirosina quinasas 25. Otras proteínas sensibles a su 
modificación por puentes disulfuro son canales iónicos como TRPA1 o la enzima 
glucolítica piruvato quinasa M2 25. 
En muchos casos la proteína sulfenilada no posee otra cisteína cercana con 
la que pueda formar un puente disulfuro para estabilizarse o evitar su 
hiperoxidación. Es aquí donde entra en juego la capacidad antioxidante del GSH, 
que aporta su cisteína para formar ese puente disulfuro con la proteína sulfenilada 
y quedar así S-glutationilada y protegida de la oxidación 8. Enzimas como la 
tripsina, la colagenasa, la fructosa-1,6-bisfosfatasa, o las ATPasas de Ca2+ de 
retículo endoplásmico/sarcoplásmico (SERCA) 27 son activadas mediante este 
mecanismo, mientras que MAPK/ERK 28, proteína quinasa C (PKC) 29, la glicer-
aldehído-3-fosfato deshidrogenasa, la caspasa-1, el proteasoma 26S, o ciertas PTPs 
como PTP1B son inhibidas 25. 
La fosforilación, sobre todo la fosforilación en tirosina, es un mecanismo 
de regulación fundamental de las proteínas pertenecientes a vías de señalización 
de proliferación, diferenciación, ciclo celular o factores de transcripción 30. Como 
estamos viendo, la mayor parte de proteínas cuya actividad es regulada 
reversiblemente por ROS pertenecen a las dos familias más involucradas en el 
proceso de fosforilación, las fosfatasas y las quinasas, lo que indica la gran 
importancia de las ROS en la señalización celular. 
Si hay un exceso de oxidantes y el ácido sulfénico no es protegido puede 
ser oxidado hasta ácido sufínico, el cual ya no permite la interacción con otros 
grupos tiol. Esta modificación, a priori irreversible, puede inactivar definitivamente 
a la mayoría de proteínas. No es el caso de proteínas con centros metálicos unidos 
a residuos cisteína, en las cuales su oxidación a ácido sulfínico modifica el 
comportamiento de los cationes provocando, por ejemplo, una mayor actividad de 
las metaloproteasas de matriz extracelular o de las nitrilo hidratasas 25. 
Curiosamente, entre las proteínas más susceptibles a la formación de ácido 




el H2O2, de manera que esta modificación puede servir como sistema de regulación 
ante la señalización por ROS. Esta es la base de la teoría denominada “floodgate” o 
“de compuerta”, en la cual las Prxs actúan como una barrera eliminando 
rápidamente la mayoría de H2O2 formado. Su función como mensajero solo se daría 
en caso de un aumento brusco y localizado de H2O2 que inactivase la reserva de 
Prxs disponibles, pudiendo así el H2O2 restante afectar a las proteínas con menor 
sensibilidad y transmitir la señal 31. Finalmente, no podemos descartar por 
completo la posibilidad de que la sufinilación tenga cierta función reguladora 
similar a la vista con las anteriores modificaciones. Esto es debido a la existencia 
de una ácido sulfínico reductasa, la sulfirredoxina (Srx), que es capaz de revertir el 
ácido sulfínico de las Prxs a ácido sulfénico, para luego recuperar ambas su estado 
reducido mediante el sistema de la Trx/TrxR 25. Otro indicio de esta posibilidad es 
que varias vías de señalización promueven la mayor expresión de esta Srx 25. 
El último estado de oxidación del grupo tiol es el de ácido sulfónico, que 
modifica irreversiblemente el residuo cisteína y altera definitivamente la actividad 
de la proteína. 
 
I.4.B - Oxidación de residuos metionina 
La metionina, junto con la cisteína, son los únicos aminoácidos que 
contienen azufre en su estructura, pero en ésta en lugar de en forma de R-SH se 
encuentra como grupo tioéster (R-S-CH3). Al igual que sucede con la cisteína, la 
oxidación de metionina a metionina sulfóxido es reversible, gracias a la acción de 
las enzimas metionina sulfóxido reductasas (Msrs), mientras que su mayor 
oxidación hasta metionina sulfona es un proceso irreversible (Fig. 6). 
 
  
Figura 6- Red de modificaciones por oxido-reducción de la metionina. El 
estado de oxidación irreversible se encuentra marcado en rojo. Msrs: 





La oxidación en metionina posee una importante función como defensa 
antioxidante. Los residuos de metionina se disponen en gran medida hacia el 
exterior de las proteínas y alrededor de los centros catalíticos de las enzimas, y la 
oxidación de la mitad de estos residuos en proteínas como la 2-macroglobulina o 
la glutamina sintetasa ha demostrado que no produce la alteración de su actividad 
32,33. De esta manera, la metionina actuaría como barrera eliminando oxidantes 
antes de que estos reaccionen con aminoácidos más importantes para la función 
proteica. Además, en caso de estrés oxidativo se produce una desregulación de la 
síntesis de proteínas que promueve una mayor incorporación de metioninas en 
posiciones que deberían ocupar otros aminoácidos, de forma que su proporción 
aumenta notablemente aportando una mayor defensa antioxidante 33. 
Sin embargo, la capacidad de las Msrs de revertir la metionina sulfóxido a 
su estado reducido hace suponer que la oxidación de residuos de metionina 
también pueda tener una función reguladora de la actividad proteica similar a la 
vista con la oxidación de residuos de cisteína. Por ejemplo, la calmodulina (CaM) 
y la calcineurina, dos proteínas relacionadas con la señalización por Ca2+, poseen 
residuos metionina sensibles de oxidación que causan la pérdida de su capacidad 
de unión y actividad 34,35. La oxidación de I B en su Met-45 hace que sea más 
resistente a la degradación, y por ello mantiene el complejo NF- B más inactivo 36. 
La oxidación de la Met-340 de p53 puede ser una de las causas de la inhibición de 
su función en caso de estrés oxidativo 37. Pero la formación de metionina sulfóxido 
no siempre supone la inactivación de las proteínas, ya que la oxidación de las Met-
281 y Met-282 de la quinasa II dependiente de CaM (CaMKII) promueve su 
autofosforilación y activación independiente de CaM/Ca2+ 38; y la oxidación de 3 
residuos de metionina del factor de transcripción HypT también promueve su 
activación 39. 
Finalmente, la formación de metionina sulfóxido también parece ser capaz 
de actuar sobre la señalización celular mediante la regulación de la fosforilación de 
las proteínas. Se ha encontrado que el 98% de las proteínas con residuos metionina 
oxidables son fosfoproteínas, y que en ellas las metioninas oxidables y las serinas 
fosforilables se encuentran mucho más agrupadas que en el resto de proteínas 40. 
Un ejemplo de esta regulación sucede en la nitrato reductasa, cuya oxidación en la 





El estudio de la oxidación en metionina como mecanismo de regulación de 
la señalización celular aún se encuentra en un estado muy temprano en 
comparación con todo el estudio que se ha realizado sobre la oxidación de cisteínas, 
pero sin lugar a duda está demostrando que puede llegar a tener un futuro tan 
prometedor como este. 
 
I.4.C - Oxidación de residuos tirosina y triptófano 
Al contrario que en el caso de cisteína y metionina, la oxidación de residuos 
de tirosina o de triptófano es siempre irreversible. 
El mayor causante de la oxidación de tirosinas in vivo es el OH , generando 
tirosinas hidroxiladas que a su vez pueden actuar como oxidantes, por lo que 
continuarían propagando el estrés oxidativo 23. Sin embargo, dada la alta 
reactividad y baja especificidad del OH  la oxidación de tirosinas es una reacción 
bastante limitada in vivo. En cambio, la nitración de residuos tirosina mediante NO  
u ONOO¯, radicales que se encuentran también aumentados en estados de estrés 
oxidativo, es un proceso más habitual y que lleva a la formación de 3-nitrotirosinas. 
La nitración de tirosinas modifica su polaridad y su capacidad de interacción con 
el entorno, siendo común que altere la estructura y función proteica 23. Algunas 
proteínas sensibles de inactivarse por medio de esta modificación son la Mn-SOD, 
el citocromo c, el sustrato del receptor de insulina 23, AKT 42, JAK2 43 o I B  
(promoviendo la activación de NF- B) 44. Pero también existe algún caso en el que 
la nitración en tirosina promueve la activación de proteínas, como p53 45 o ERK 42. 
La oxidación del triptófano suele producir hidroperóxidos de triptófano 
que terminan provocando la ruptura de su anillo indol, generando N-
formilkinurenina y finalmente kinurenina 46, y con ello la alteración de la estructura 
proteica. La oxidación de triptófanos parece regular la actividad de algunas 
proteínas, como lisozima, SOD1, -cristalina, apolipoproteína A-1 (apoA-1) y 
apoB-100 46, pero por ahora no se ha encontrado esta alteración sobre proteínas 








I.4.D - Relación ROS y calcio en señalización 
Además de su propia actividad como moléculas señalizadoras, es 
importante mencionar que la actividad de las ROS está muy interconectada con la 
señalización mediante otro conocido segundo mensajero, el Ca2+, que es capaz de 
regular funciones como la contracción muscular, secreciones, metabolismo celular, 
expresión génica y supervivencia o muerte celular. El Ca2+ es un compuesto que no 
se sintetiza ni se degrada, siempre se encuentra en el mismo estado, de manera que 
su señalización se produce únicamente mediante su movilización. Las corrientes 
de Ca2+ se producen desde la zona extracelular y/o desde sus almacenes 
intracelulares (principalmente retículo endoplásmico/sarcoplásmico) hacia el 
citoplasma, donde aumenta su concentración y puede interactuar con sus dianas, 
o puede generar la despolarización de membranas 47. El control del desplazamiento 
del Ca2+ se lleva a cabo mediante diversos tipos de canales iónicos, bombas y 
transportadores: en la membrana celular encontramos canales de calcio 
dependientes de voltaje (VDCCs) o dependientes de ligandos (LDCCs), entre los 
que también se encuentran canales dependientes de depósito (SOCCs) como los 
canales ORAI, que son los responsables de la denominada “liberación de Ca2+ 
activada por Ca2+“ (CRAC). Todos ellos introducen Ca2+ al interior celular, mientras 
que las bombas ATPasas de Ca2+ de membrana plasmática (PMCAs) o los 
intercambiadores de Na+/Ca2+ (NCX) y de Na+/Ca2+-K+ lo expulsan de la célula. En 
orgánulos intracelulares se encuentran los receptores de inositol trifosfato (IP3Rs) 
y los receptores de rianodina (RyRs), que son LDCCs que liberan Ca2+ al 
citoplasma, y las bombas SERCA que lo devuelven a sus reservorios 48. 
Como hemos visto anteriormente, las ROS son capaces de oxidar los 
residuos cisteína de varios canales y modificar su actividad, y entre ellos se 
encuentran muchos de los relacionados con Ca2+. Por ejemplo, la oxidación de 
residuos cisteína en VDCCs inhibe el flujo de Ca2+ a través de ellos, y en bombas 
SERCA o PMCA desacopla la unión e hidrólisis del ATP, inhibiendo su función 
47,49. En cambio, parece que la S-glutationilación de la Cys-674 de bombas SERCA 
produce un aumento de su actividad; la oxidación de los tioles de receptores RyR 
e IP3R promueve una mayor frecuencia de activación y liberación de Ca2+, al 
estabilizar la conformación activa del receptor 47,50; y la oxidación reversible de los 
intercambiadores Na+/Ca2+ mejora el flujo de Ca2+ 49. Pero las ROS no solo influyen 




manera indirecta, oxidando elementos necesarios para su activación. Por ejemplo, 
el aumento de ROS puede producir la S-glutationilación de la molécula sensora de 
RE STIM1, haciendo que se desplace a membrana plasmática y active canales 
ORAI, pero también puede producir la formación de un puente disulfuro entre sus 
dos cisteínas más sensibles de oxidación, reduciendo entonces la entrada de Ca2+ 
47,50. También, la oxidación de la CaMKII mejora su actividad, lo que lleva a una 
mayor fosforilación y activación del receptor RyR2 o de la bomba SERCA 48; y se 
ha visto que los canales VDCCs en células de músculo liso vascular (vSMCs) son 
activados en respuesta a ROS, presumiblemente por la activación de quinasas 
encargadas de su fosforilación 47 (Fig. 7). 
 
   
Figura 7- Relación entre las ROS y el calcio celulares. Las flechas continuas 
verdes representan activación, las rojas inhibición, y las azules modulación 
positiva o negativa dependiendo del estímulo. Las flechas discontinuas 
representan desplazamientos. Nox: NADPH oxidasas; ORAI: canales de 
liberación de Ca2+ en respuesta a Ca2+; NCX: intercambiadores Ca2+/Na+; 
PMCA: ATPasas de Ca2+ de membrana plasmática; VDCC: canales de Ca2+ 
dependientes de voltaje; LDCC: canales de Ca2+ dependientes de ligando; 
IP3R: receptores de inositol trifosfato; RyR: receptores de rianodina; SERCA: 
ATPasas de Ca2+ de retículo endoplásmico/sarcoplásmico; MCU: uniportador 
mitocondrial de Ca2+; mPTP: poro de transición de la permeabilidad 
mitocondrial; ETC: cadena transportadora de electrones; TCA: ciclo de ácidos 





A su vez, en esta interconectada relación ROS-Ca2+, el Ca2+ también es capaz 
de modificar los niveles de ROS. De forma normal el Ca2+ promueve la síntesis de 
ATP al estimular enzimas del ciclo de los ácidos tricarboxílicos (piruvato, isocitrato 
y -cetoglutarato deshidrogenasas) y de la fosforilación oxidativa (Complejo V-
ATP sintasa), de manera que aumenta la actividad mitocondrial y promueve la 
generación de ROS 50,51. Además, si se produce un aumento excesivo de Ca2+ en la 
mitocondria se puede generar la despolarización de la membrana mitocondrial, 
desacoplando la ETC y generando aún mayores niveles de ROS mitocondriales 48,51. 
También, varias de las enzimas no mitocondriales que generan ROS de forma 
secundaria pueden ser moduladas por Ca2+, y muchas de las subunidades de los 
complejos proteicos de las NADPH oxidasas (p47phox, p40phox, Rac) son activadas 
por fosforilación mediante PKC, que a su vez es activada por Ca2+ 47. Incluso, como 
veremos más adelante, las NADPH oxidasas Nox5 y Duox1/2 son directamente 
reguladas por Ca2+. Finalmente, el Ca2+ y su proteína asociada CaM también son 
capaces de activar sistemas antioxidantes que eliminan las ROS 51. 
Por tanto, es evidente que ambos mecanismos de señalización se 
autorregulan a muchos niveles, e incluso pueden actuar potenciando y 
expandiendo sus señales. Debido a ello, una gran parte de la importancia de la 
señalización redox tiene que ver con su capacidad para actuar sobre la actividad 
del Ca2+ como segundo mensajero. 
 
Tras muchos años de investigación y trabajo con moléculas totalmente 
reconocidas como segundos mensajeros (cAMP, DAG, NO , Ca2+) se ha llegado a 
la conclusión de que existen 4 características básicas para que una molécula pueda 
ser considerada un buen segundo mensajero y transmisor de la señal 52: 
 Ser generados o liberados de forma regulada, generalmente de 
forma enzimática o mediante canales. 
 Ser degradados de forma específica para restablecer sus niveles 
basales, ya sea mediante enzimas, bombas transportadoras o mediante la 
reacción con sus dianas. 
 Que sus fluctuaciones intracelulares sean rápidas, con periodos 
cortos entre su aumento y su recuperación a niveles basales, pudiendo 
formar gradientes desde su origen que determinen su efectividad. 




Como hemos visto, la señalización redox cumple con la mayoría de esos 
ingredientes: una molécula (H2O2) con unas características químicas y de difusión 
adecuadas, un sistema de control y eliminación rápido y efectivo mediante los 
sistemas antioxidantes, y cierta especificidad de acción mediante la diferente 
sensibilidad y estados de oxidación de las proteínas. Sin embargo, un factor 
importante es disponer de un sistema de producción de ROS controlado, y hasta 
ahora solo hemos visto su generación de forma colateral por la mitocondria y por 
otros sistemas inespecíficos que pueden generar variaciones espontáneas y no 
deseadas, lo cual no supone un mecanismo ideal. Es aquí donde gana gran 
importancia la familia de enzimas NADPH oxidasas, un sistema capaz de producir 
ROS de forma directa, controlada y en respuesta a multitud estímulos, que además 
le aporta otro grado de especificidad de acción a las ROS mediante sus diferentes 
miembros y localizaciones subcelulares, como veremos en el siguiente capítulo. 
Posiblemente la aparición de estas enzimas supuso el impulso final al desarrollo y 
estabilización de la señalización redox. 
 
I.5 - NADPH OXIDASAS 
Las nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH) oxidasas, 
abreviadas generalmente como Nox, son una familia de enzimas transmembrana 
cuya acción metabólica es oxidar NADPH para generar ROS. Por tanto, hablamos 
del único sistema celular conocido especializado y diseñado específicamente para 
producir ROS y poder utilizarlas sin necesidad de que se generen de forma 
secundaria por medio de otras reacciones. 
La proteína estandarte de la familia es la enzima Nox2, que fue la primera 
en identificarse y la que más se ha estudiado. Fue nombrada inicialmente como 
gp91phox u oxidasa de fagocitos, debido a que se descubrió que es la responsable 
del aumento drástico en el consumo de oxígeno y la generación de ROS (efecto 
conocido como “estallido respiratorio”) durante la defensa inmune en estas células. 
Posteriormente se identificaron nuevas oxidasas en diferentes tejidos, lo que ha 
hecho que la familia aumente en el hombre hasta los 7 miembros, denominados de 
Nox1 a Nox5, y Duox1 y Duox2 que poseen un dominio peroxidasa adicional y por 
ello se las considera oxidasas dobles (dual oxidases). Las NADPH oxidasas se 





 Según su actividad: las enzimas Nox1-4 son dependientes de 
p22phox, ya que requieren de esta pequeña subunidad transmembrana para 
su actividad, mientras que Nox5 y Duox1/2 poseen dominios en mano EF 
de unión a calcio para su regulación. 
 Según su producto: Nox1-3 y Nox5 generan O2 ¯ como principal 
producto detectable, mientras que durante la actividad de Nox4 y Duox1/2 
lo que se detecta mayoritariamente es H2O2. 
 
Las primeras en surgir evolutivamente fueron las NADPH oxidasas 
basadas en activación por Ca2+ 4,53, presentes en prácticamente todos los eucariotas, 
por lo que su desarrollo tuvo lugar una vez que los organismos ya poseían sistemas 
enzimáticos antioxidantes, hecho clave para poder controlar y dirigir su acción. 
Tras ellas aparecerían las NADPH oxidasas reguladas por subunidades, siendo la 
primera un ortólogo de Nox2 en el erizo de mar (equinodermos), donde no se tiene 
claro si su función es la producción de ROS para la eliminación de microbios. 
Posteriormente surgiría Nox4 en urocordados y más adelante nos encontramos con 
homólogos de Nox1 a partir de los peces teleósteos. Finalmente aparecería Nox3, 
que únicamente está presente en vertebrados terrestres. 
 
 
Figura 8- Estructura básica de la región catalítica de las NADPH oxidasas. 
Se representan las 6 regiones transmembrana, los dos grupos hemo (Fe), el 
FAD y NADPH unidos en sus regiones correspondientes, y el camino que 




La estructura básica de todas ellas consta de un dominio transmembrana 
formado por 6 hélices  y un dominio deshidrogenasa interno, a los que deben 
unirse otras subunidades para formar el complejo activo final, principalmente 
p22phox en aquellas que sean dependientes de su actividad. En el dominio 
deshidrogenasa poseen zonas de unión para NADPH y para FAD, y en el dominio 
transmembrana se sitúan dos pares de histidinas que sirven de anclaje para dos 
grupos hemo. Durante su actividad el flujo de electrones comienza con la unión 
del NADPH, que se oxida al ceder sus electrones por gradiente al FAD, y éste a su 
vez también se oxida para pasar los electrones secuencialmente al grupo hemo más 
interno. Únicamente si en la parte externa del complejo se encuentra una molécula 
de O2 se ve favorecido el paso de electrones entre los dos grupos hemo, para ceder 
definitivamente uno a la molécula de O2 formándose el O2 ¯ (Fig. 8). En el caso de 
Nox4 y Duox1/2 el O2 ¯ es transformado rápidamente en H2O2, siendo ésta la 
molécula detectada tras su activación, aunque existe algo de controversia en el 
mecanismo exacto por el cual se forma. 
 
Figura 9- Mapa estructural de la región catalítica de NADPH oxidasas. En 
azul se representa la estructura básica consenso para la mayoría de miembros 
de la familia. La línea naranja discontinua representa modificaciones de la 
estructura que poseen determinados miembros, y su tamaño relativo. NoxA, 
NoxB y NoxC son enzimas presentes en hongos; NoxD está presente en algas; 





Aunque la estructura básica de las hélices  transmembrana y de las 
regiones de unión a FAD y NADPH está muy conservada, existe variación entre 
las diferentes Nox en la longitud de casi todos los segmentos que unen estas 
regiones 53, lo que indica que la actividad catalítica de estas enzimas es capaz de 
tolerar bastantes cambios estructurales en estas zonas (Fig. 9). Sin embargo, hay 2 
de ellas que se mantienen totalmente inalteradas: el lazo-B que une las regiones 
transmembrana II y III, y el segmento de unión entre la región transmembrana VI 
y las dos regiones de unión a FAD. Por tanto, es evidente que estas dos zonas 
estructurales deben tener una importancia fundamental para el correcto 
funcionamiento de las enzimas. 
 
I.5.A - Subunidades proteicas 
p22phox: 
Inicialmente descubierta como parte del citocromo b558 de la oxidasa de 
fagocitos, dímero que forma junto a Nox2, p22phox es la subunidad más importante 
para la actividad de más de la mitad de miembros de la familia, las enzimas Nox1 
a Nox4, debido a que es esencial para la localización subcelular y la estabilidad del 
heterodímero Nox-p22phox en la membrana. Además, actúa como anclaje para la 
subunidad p47phox (o sus homólogos) al complejo, paso necesario durante el 
proceso de activación 54. Otro hecho que apoya su importancia es que posee una 
expresión constitutiva y ubicua, encontrándose presente en todos los tipos 
celulares 55. 
Su estructura posee 2 regiones transmembrana, alojando sus dos 
terminaciones hacia el interior celular. El extremo C-terminal es necesario para la 
actividad oxidasa del complejo, por ser la zona de unión de p47phox, y el extremo 
N-terminal es necesario tanto para la actividad como para la maduración del 
complejo 54. Prácticamente todas las mutaciones de p22phox dan lugar a la ausencia 
de la proteína, señalando la importancia de todas sus regiones para su estabilidad, 
y conllevan la aparición de la enfermedad granulomatosa crónica (CGD), 
caracterizada por la incapacidad de las células fagocíticas de acabar con los 
organismos patógenos durante las infecciones. La mayor causa genética de esta 
enfermedad se debe a mutaciones en el gen CYBB que codifica Nox2 (70% casos), 




pequeño porcentaje de casos (6%), pero la severidad de la enfermedad es similar 
en ambas situaciones 54. 
p22phox es fosforilado por PKC en su Thr-147, cerca de su zona de unión a 
p47phox, promoviendo el ensamblaje y la activación del complejo 56. 
 
p47phox y NoxO1: 
La proteína p47phox es una subunidad que se considera organizadora del 
complejo proteico de Nox2, ya que es capaz de unirse a p22phox y una vez ahí 
promover la unión de la subunidad p67phox a Nox2 para permitir el correcto flujo 
de electrones desde el NADPH hasta el O2 55. Como característica de p47phox, posee 
una región autoinhibidora que impide su unión a p22phox en estado basal, por lo 
que necesita ser fosforilada para poder unirse. De esta forma, la fosforilación de 
p47phox, principalmente por PKC 56, es un mecanismo de regulación de la actividad 
del complejo. Mutaciones en el gen NCF1 que codifica p47phox suponen la segunda 
mayor causa de CGD (25% de casos) 54, lo que evidencia la importancia de esta 
subunidad para la actividad de Nox2. 
NoxO1 (Nox organizer protein 1) es una proteína homóloga a p47phox 
descubierta posteriormente, que comparte un 25% de identidad con ésta. Su 
función es similar a la de p47phox, sustituyéndola en la activación de Nox1 y Nox3 
55. Sin embargo, su principal diferencia es que carece de la región autoinhibidora 
de p47phox, de manera que se considera constitutivamente activa, aunque la 
fosforilación por PKC aumenta su afinidad por NoxA1 y le permite una mejor 
interacción con p22phox 57. 
 
p67phox y NoxA1: 
p67phox es otra subunidad necesaria para la activación del complejo Nox2, 
y cuya función se considera activadora, ya que posee un dominio que es 
absolutamente necesario para la producción de O2 ¯ 58, además de suponer el 
mecanismo de unión de p40phox al complejo. Posee zonas susceptibles de 
fosforilación por ERK1/2 y p38MAPK, aunque no se conoce su función 56,57. 
NoxA1 (Nox activator protein 1) es un homólogo de p67phox que comparte un 
30% de identidad con ella, y que la sustituye también en la activación de Nox1 y 





extremo N-terminal donde son capaces de unirse las proteínas Tks4 (Tyrosine kinase 
substrate with 4 SH3 domains) y Tks5, que también poseen una función homóloga a 
p47phox, promoviendo la unión de NoxA1 a Nox1 y la generación de ROS 59. NoxA1 
es susceptible de fosforilación en varios residuos de serina por la proteína quinasa 
A (PKA), PKC, ERK1/2 o p38MAPK, lo que disminuye la generación de ROS por el 
complejo de Nox1, mientras que la fosforilación en tirosina por Src provoca un 
aumento de su actividad 60. 
 
p40phox: 
Es una subunidad reguladora únicamente del complejo de Nox2. En estado 
basal se suele encontrar en el citoplasma celular, donde es estabilizada por su 
unión a p67phox. La fosforilación de p40phox por PKC aumenta la afinidad del 
complejo p67phox-p40phox por el citocromo b558, y su reclutamiento hacia 
fagolisosomas 56. 
 
DuoxA1 y DuoxA2: 
Las proteínas DuoxA1 (Duox activator protein 1) y DuoxA2 son subunidades 
necesarias para el correcto transporte y maduración de las enzimas Duox1 y Duox2 
(respectivamente) a través de los orgánulos celulares, y su localización final en la 
membrana plasmática 61. Aunque pueden actuar de forma cruzada, por ejemplo 
DuoxA1 junto con Duox2, se pierde efectividad en el proceso y supone la 
transformación de parte del flujo de electrones como O2 ¯ en lugar de H2O2 62, por 
lo que estas subunidades pueden estar involucradas en el mecanismo de 
generación de las ROS. 
 
Rac: 
Las proteínas Rac son una subfamilia de 4 miembros dentro de las Rho 
GTPasas, conocidas principalmente por su papel en la reorganización del 
citoesqueleto de actina durante muchos procesos celulares. Debido a estas 
funciones propias no relacionadas con la actividad NADPH oxidásica, no se 
consideran específicamente como subunidades Nox. 
Las proteínas Rac únicamente son necesarias para la activación de las 
enzimas Nox1, Nox2 y Nox3 55. Los dos miembros involucrados en la actividad de 




activación de NADPH oxidasas en macrófagos y monocitos circulantes; y Rac2, que 
se expresa principalmente en células mieloides y es el miembro asociado a la 
activación de NADPH oxidasas en neutrófilos circulantes 63. En estado basal se 
encuentran secuestradas en su forma GDP inactiva en el citoplasma por proteínas 
reguladoras Rho-GDI, que impiden su paso a la forma GTP activa. La señal de 
activación provoca la disociación de Rho-GDI, dejando libre a la proteína Rac, la 
cual pasa a su forma GTP activa y se desplaza a la membrana donde se une a p67phox 
y al citocromo b558, activando el complejo 63,64. 
 
I.5.B - Localización subcelular 
Al ser proteínas transmembrana la forma activa de las NADPH oxidasas se 
encuentra en las membranas celulares, siendo la membrana plasmática la única 
zona donde se ha detectado la presencia de todas ellas 52. De hecho, Nox3 y las 
enzimas Duox1 y Duox2 no se han detectado en ninguna otra membrana 
subcelular. A pesar de esto, la membrana plasmática no es una estructura 
homogénea con un contenido similar en todas sus partes, sino que posee diferentes 
dominios especializados en determinados procesos. Por ello, su presencia en 
diferentes regiones puede dar lugar a diferentes funciones. Los “lipid rafts” o 
cúmulos lipídicos suelen ser regiones donde se unen con mayor afinidad proteínas 
transmembrana como receptores acoplados a proteína G, receptores tirosina 
quinasa, canales iónicos o transportadores. De esta forma, se considera que son 
regiones organizadoras de diferentes procesos celulares, ya que pueden concentrar 
a sus diversos integrantes 65. Uno de esos procesos posiblemente sea la señalización 
redox, ya que muchos receptores, NADPH oxidasas, peroxiporinas (acuaporinas 
que permiten el paso de H2O2 además de agua) e incluso Src quinasas y PTPs se 
han identificado conjuntamente en estas regiones 52,65. 
Actualmente se ha detectado la presencia en caveolas de Nox1 66 y Nox5 
(en respuesta a estimulación por fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato) 67; en endosomas-
redoxosomas la de Nox1 y Nox2 68–70; la de Nox2 en lamelipodio 71; y la de Nox1 y 
Nox4 en invadopodia 72. De hecho, la formación de invadopodia parece depender 
de la producción de ROS mediada por NADPH oxidasas 73. También se ha 





En cuanto a membranas de orgánulos intracelulares, los que mayor 
variedad de NADPH oxidasas presentan son el retículo endoplásmico y la 
membrana de la zona perinuclear, donde se ha detectado la presencia de Nox1 74,75, 
Nox2 72,76, Nox4 77,78 y Nox5 79,80, pudiendo tener importancia en las modificaciones 
postraduccionales de proteínas y en la regulación de factores de transcripción. 
Finalmente, Nox4 también está presente en la membrana mitocondrial 81, siendo 
hasta el momento el único miembro de la familia localizado en este orgánulo, lo 
que puede significar que tiene un papel muy importante en la relación ROS-
mitocondria-metabolismo 82. 
  
Figura 10- Localización subcelular de las diferentes NADPH oxidasas. 
 
I.5.C - Nox2 
Fue la primera en descubrirse, estando presente en los conocidos como 
fagocitos profesionales, principalmente neutrófilos y monocitos/macrófagos. Estas 
células se encuentran distribuidas por el organismo en busca de cualquier rastro 
químico microbiológico o señal de citoquinas inflamatorias, y cuando lo 
encuentran se desplazan e infiltran en los tejidos hasta dar con el patógeno 
responsable para fagocitarlo y eliminarlo. En este proceso Nox2 es la principal 
responsable del estallido respiratorio, situándose en la membrana de los fagosomas 




en ROS de todo tipo, e incluso en moléculas de actividad microbicida mucho más 
potente, como el HOCl generado a partir del H2O2 y Cl¯ por acción de la 
mieloperoxidasa. 
Al ser la NADPH oxidasa más relacionada con el sistema inmune es muy 
abundante en tejidos hematopoyéticos como la médula ósea, nódulos linfáticos o 
bazo, pero también se expresa en multitud de otros tejidos: pulmón, vejiga, colon, 
intestino, cerebro, hígado, riñón, … aunque esta expresión puede estar en parte 
adulterada por la presencia de células hematopoyéticas maduras en estos tejidos. 
El complejo activo de Nox2 está formado por ésta, por las subunidades 
p22phox, p47phox, p67phox y p40phox, y por la GTPasa Rac 55 (Fig. 11). 
 
Figura 11- Complejo activo completo de Nox2. 
 
Funciones conocidas: 
Durante la respuesta inmune Nox2 no solo está involucrada en la 
generación de compuestos microbicidas, sino que también parece necesaria para 
una correcta quimiotaxis y capacidad invasiva de los fagocitos 83, y para la 
producción de múltiples sustancias inmunes por parte de estos, como citoquinas 
inflamatorias (IL-1, IL-6, TNF- ), quimioquinas atrayentes de fagocitos (CXCL8, 
CCL3, CCL4) o lípidos bioactivos (prostaglandinas, leucotrienos,…) 84,85. Incluso es 
importante para la formación de las trampas extracelulares de neutrófilos (NETs), 





neutrófilos al espacio extracelular para atrapar y acabar con multitud de 
microorganismos 86. Otras células fagocíticas en las que realiza funciones similares 
son la microglía o las células dendríticas, dónde también es importante en el 
procesamiento de antígenos previamente a su presentación a células T 87. 
Además de su inestimable actividad durante toda la defensa inmunitaria, 
se han descubierto muchas otras funciones en las que interviene Nox2: 
 Se expresa en los tres tipos celulares más importantes de los vasos 
sanguíneos (células endoteliales -ECs-, vSMCs y fibroblastos de la capa 
adventicia), siendo la NADPH oxidasa predominante en los fibroblastos 
adventicios 88. En todas ellas interviene en la proliferación y migración 
celular, estando involucrada en el mantenimiento del tono vascular 
inducido por angiotensina II y en la respuesta a factores angiogénicos 
VEGF y angiotensina I 89. 
 Se encuentra involucrada en la regulación de la secreción de 
insulina por parte de las células  pancreáticas 90. 
 La generación de ROS mediante Nox2 permite la activación de los 
flujos de Ca2+ necesarios para el correcto funcionamiento de las células 
musculares cardíacas 91. 
 Ha sido relacionada con la plasticidad sináptica y la memoria 
dependientes del hipocampo 92. 
 Parece estar implicada en la regulación de la diferenciación de 
células madre pluripotentes inducidas de ratón (miPSC) a células 
endoteliales arteriales (miPSC-EC) 93. 
 
Patologías en las que interviene: 
Lógicamente, la mayor patología con la que está relacionada es la ya 
comentada CGD, en la que la ausencia de la actividad de Nox2 impide la correcta 
realización del estallido respiratorio de los fagocitos, generando una 
inmunodeficiencia muy importante, además de otras múltiples complicaciones 94. 
Las células fagocíticas son las responsables de los procesos de inflamación 
e infiltración de tejidos, y en caso de que estos procesos se cronifiquen aparecen 
lesiones relacionadas con la mayor producción de ROS por estas células. Por ello, 
Nox2 se considera la principal causante del daño tisular por exceso de ROS en 




respiratorio, la artritis, autoinmunidad, … 96. En enfermedades neuroinflamatorias 
97–99 u otras patologías como Alzheimer o Parkinson 100–102 también se ha observado 
una mayor activación de esta enzima, promoviendo una mayor generación de ROS 
y de citoquinas inflamatorias que participan en los procesos de neurodegeneración. 
Nox2 es considerado un agente oxidante vascular, ya que el O2 ¯ que genera 
es capaz de reaccionar con el NO  endotelial, el principal factor homeostático 
vascular, reduciendo su biodisponibilidad y generando ONOO¯, compuesto 
altamente reactivo y que desacopla la NOS endotelial (eNOS), generando aún más 
ROS y potenciando la disfunción endotelial 88. Por tanto, Nox2 parece ser un 
agravante de patologías como la hipertensión arterial, aterosclerosis, hipertensión 
pulmonar o hipertrofia y fibrosis de miocardio, donde su expresión se suele 
encontrar aumentada 60,103,104. 
La regulación defectuosa de Nox2 también se ha relacionado con la falta de 
una buena respuesta inmune antitumoral. Es el caso de las células supresoras 
derivadas de mieloides (MDSC) presentes en multitud de tumores, que ejercen un 
efecto supresor sobre el sistema inmune mediante el aumento de ROS por Nox2 105, 
o la formación de redes de macrófagos asociados a tumores (TAM), que 
sobreexpresan Nox2 y cuyas ROS parecen contribuir al crecimiento tumoral 106. 
Su sobrexpresión también puede estar relacionada con otras patologías 
como la hipertensión renal 107, diabetes mellitus tipo 2 108 o nefropatía diabética 109. 
 
I.5.D - Nox1 
Fue el primer homólogo descrito de Nox2 110, cuya expresión principal se 
encontró en colon, próstata, útero y músculo liso vascular, pero no en células 
fagocitarias, lo cual confirmaba la existencia de otras NADPH oxidasas cuya 
función no se centraba en el estallido respiratorio del sistema inmune. 
Posteriormente se ha comprobado su presencia también en cerebro, estómago, 
riñón, hígado, glándulas salivares, tráquea, timo o pulmón. 
El complejo activo está formado por Nox1 y p22phox, que deben estar 
ancladas a la membrana, y las subunidades citosólicas NoxO1 y NoxA1, además 
de la proteína de unión a GTP Rac 55 (Fig. 12). A pesar de la homología entre p47phox 
y NoxO1, y p67phox y NoxA1, Nox1 es mucho más específica de las segundas, ya 






Figura 12- Complejo activo completo de Nox1. 
 
Como se ha comentado anteriormente, la diferente fosforilación de NoxA1 
por diferentes quinasas puede modular la actividad del complejo 60, y además 
posee la capacidad de activarse por la unión de los homólogos de p47phox Tks4 y 
Tks5, que son capaces de dirigir el complejo hacia zonas específicas como el 
invadopodia 59,111. Por ello, es posible que Nox1 realice diferentes funciones 
mediante diferentes mecanismos de señalización dependiendo del agonista que 
active su señal y de la subunidad reguladora que promueva su ubicación y 
activación. Por ejemplo, en respuesta a activación por citoquinas como TNF- , 
Nox1 es endocitada en vesículas en las que genera ROS, proceso necesario para la 
posterior activación de NF- B 68. En cambio, en respuesta a factores de crecimiento 
como la trombina no necesita ser endocitada, sino que se activa en la propia 
membrana generando ROS que activan metaloproteasas y provocan la liberación 




La función principal estimada para esta enzima es promover el crecimiento 
y proliferación celular, ya que su expresión aumenta en respuesta a multitud de 
factores de crecimiento (PDGF, KGF, Prostaglandina F2, uPA, …). Pero también 




 Al igual que Nox2, Nox1 se expresa en los principales tipos 
celulares vasculares, aunque en este caso es la NADPH oxidasa 
predominante en las vSMCs 88. Como su mayor función es promover la 
proliferación celular su efecto vascular es similar al de Nox2, estando 
relacionada con el mantenimiento del tono vascular en respuesta a 
angiotensina II y otros factores de crecimiento. También actúa en la 
señalización pro-inflamatoria mediante la activación de NF- B 113 y 
promueve la angiogénesis en respuesta a la citoquina IL-1  114. 
 Parece estar involucrada en los mecanismos de adaptación 
pulmonar a grandes alturas o a hipoxia, mediante la activación de HIF-1 115 
 Controla el destino de las células progenitoras de colon durante su 
proliferación y diferenciación, equilibrando el balance entre células 
absorbentes y células caliciformes 116. 
 Actúa como regulador negativo de la diferenciación neuronal 117. 
 Está involucrada en la percepción del dolor inflamatorio, como la 
hiperalgesia térmica o mecánica 118, y en la respuesta analgésica a los 
opiáceos 119. 
 
Patologías en las que interviene: 
La actividad de Nox1 genera la formación de O2 ¯, así que también es 
considerada un oxidante vascular que reduce la biodisponibilidad del NO  
endotelial y produce disfunción endotelial 88. Se encuentra aumentada en lesiones 
vasculares como hipertensión pulmonar o las etapas iniciales de aterosclerosis, 
promueve la angiogénesis tumoral y está involucrada en los daños por 
isquemia/reperfusión 60,113. 
Puede ser causante del desarrollo de enfermedad pulmonar obstructiva 
crónica en respuesta a agentes nocivos como el humo de tabaco 120. 
Nox1 se encuentra sobreexpresada en diversos tipos de carcinomas: cáncer 
de colon, cáncer de próstata, cáncer gástrico por H. pilori, y melanoma. En este 
último puede desencadenar la transición epitelio-mesenquimal típica de células 
cancerosas que inician la metástasis 121. 
Su sobrexpresión también se ha encontrado relacionada con otras 






I.5.E - Nox3 
Junto a Nox1 son los dos miembros de la familia que mayor homología 
comparten con Nox2. Nox3 es la NADPH oxidasa menos extendida de todas ya 
que en el adulto sólo se encuentra de forma abundante en el oído interno, donde 
tiene un papel fundamental en la generación de la otoconia y el correcto 
funcionamiento del aparato vestibular. También está presente en cantidades muy 
bajas en cráneo y cerebro, y sobre todo es más abundante en los tejidos en etapa 
embrionaria (riñón, hígado, pulmón y bazo). Este reducido patrón de expresión 
posiblemente se deba a que fue la última en surgir evolutivamente 53, de manera 
que ha tenido menos tiempo que el resto de la familia para desarrollarse e 
implicarse en funciones biológicas. 
 
Figura 13- Complejo activo completo de Nox3. 
 
Para la activación completa de Nox3 se requiere de la unión de p22phox, de 
las subunidades NoxO1 y NoxA1, y de la GTPasa Rac (Fig. 13), aunque se ha visto 
que sin la unión de NoxA1 también se alcanza un nivel de actividad bastante 
elevado 124. De hecho, la eliminación de Nox3 125, de p22phox 126 o de NoxO1 127 están 
relacionados con problemas en el equilibrio, efecto que no se observa con la 
pérdida de NoxA1 128. Además, la sustitución de NoxA1 por su homólogo p67phox 




ninguna de las dos subunidades 124. Sin embargo, si NoxA1 es la subunidad que se 
encuentra actuando, las proteínas Tks4 y Tks5 también pueden tener efecto 
activador sobre Nox3, al igual que en el caso de Nox1 111. En todas estas situaciones 
la activación de Nox3 es independiente de PMA (forbol 12-miristato-13-acetato), 
mientras que, si en lugar de NoxO1 se introduce a p47phox como organizador, su 
activación sí se hace dependiente de PMA por su necesidad de fosforilación 
mediante PKC para actuar 124. Esto hace que Nox3 posea una versatilidad muy 
interesante según las subunidades reguladoras con las que actúe. 
 
Funciones conocidas: 
A parte de su función esencial en la formación de la otoconia se conoce que: 
 Nox3 puede desempeñar un papel importante en la mediación del 
efecto de la insulina durante el desarrollo embrionario, ya que promueve 
la activación del factor de transcripción Sp1 en respuesta a ésta 129. 
 La actividad de Nox3 parece estar involucrada en la proliferación 
y en el potencial de autorrenovación de las células madre espermato-
goniales, dónde podría actuar de forma coordinada con Nox1 130. 
 
Patologías en las que interviene: 
A pesar de ser una enzima mínimamente detectable a nivel del endotelio 
pulmonar o de los vasos sanguíneos, se ha encontrado un polimorfismo de un solo 
nucleótido (SNP) dentro del gen Nox3 que se ha asociado con susceptibilidad a 
padecer hipertensión pulmonar 131. 
El aumento de expresión de Nox3, y de las ROS generadas por éste, puede 
favorecer la aparición de enfisema pulmonar 132. 
Finalmente, en relación con su capacidad de respuesta a insulina, Nox3 ha 
demostrado ser la principal fuente de ROS en un modelo de generación de 
resistencia a insulina en respuesta a palmitato 133. Y dado que hay una mayor 
sobreexpresión de Nox3 en tejido cerebral de pacientes con enfermedad de 
Alzheimer 134, y que se ha vinculado la falta de respuesta a insulina en el cerebro 
con la deficiencia en acetilcolina de esta enfermedad 135, es posible que Nox3 







I.5.F - Nox4 
Inicialmente denominada renox por estar presente principalmente en riñón 
136, es el último miembro de la familia que depende de la unión con p22phox. 
Posteriormente también se ha comprobado su expresión en páncreas, placenta, 
ovario, testículo, músculo esquelético, endotelio vascular y pulmón entre otros. 
A diferencia del resto de miembros dependientes de p22phox, Nox4 no 
requiere de la unión de ninguna otra subunidad adicional para su activación, sólo 
con la unión de p22phox se considera activa (Fig. 14), y por tanto su regulación se 
llevaría a cabo mediante el control de su transcripción. Estados de hipoxia (en 
células de músculo liso arterial pulmonar), TGF- , cannabidiol (en células 
leucémicas) y 7-quetocolesterol (en células del músculo liso aórtico) son algunos 
de los estímulos que inducen una mayor expresión de Nox4 137. A pesar de no 
requerir más subunidades para activarse, sí que han surgido ciertas proteínas que 
parecen regular parcialmente su actividad: la proteína 2 de interacción con 
polimerasa-  (Poldip2) puede activar Nox4 en vSMCs 138, Tks5 parece activar Nox4 
al menos en células B16-F10 de melanoma 73, y el clon-5 inducible por H2O2 (Hic-5) 
la regula negativamente a nivel postraduccional, favoreciendo su degradación por 
el proteasoma 139. Además, también parece ser regulada negativamente por la 
unión de ATP, pudiendo llegar a actuar como un sensor energético en la 
mitocondria 82. 
 




El hecho de que Nox4 tenga una expresión tan ubicua, tanto a nivel 
subcelular como de tipos celulares y tejidos en los que se expresa, y de que su 
activación sea constitutiva, ha llevado a sugerir que pueda actuar como un gen de 
mantenimiento (housekeeping). Es más, la región promotora del gen Nox4 es muy 
similar a las islas CpG comunes de los genes de mantenimiento, y hasta ahora no 
se ha descrito ninguna mutación espontánea que suponga la pérdida de función de 
Nox4 en humanos ni mamíferos 140. Sin embargo, sí se han creado ratones 
deficitarios para Nox4 en varios laboratorios, y en ningún caso se ha observado 
ningún fenotipo ni patología específica. Por tanto, es posible que esté involucrada 
en la regulación de múltiples procesos esenciales y funciones clave, que por lo 
general poseen mecanismos redundantes de regulación 140. 
Como última característica diferencial de Nox4, se estima que el 90% de su 
flujo de electrones genera H2O2, y solamente el 10% restante es transformado en 
O2 ¯. El causante de esta anomalía parece ser el lazo-E que conecta las regiones 
transmembrana V y VI por la parte exterior de la membrana. Este segmento es más 
largo en Nox4 y posee una histidina en la posición 222 que es esencial para esta 
función “dismutasa”, ya que mutaciones en este residuo provocan que el principal 
compuesto generado sea O2 ¯ 141. El modelo teórico que explica esta actividad 
propone que el O2 ¯ generado por la unión del primer electrón desde el grupo hemo 
B forma un intermedio estable con éste gracias a un protón cedido por la His-222 
(hemo B:HO2 ). Este intermediario facilita que al llegar el segundo electrón (y 
uniéndose otro protón) se pueda formar H2O2 en lugar de que se libere 
simplemente el O2 ¯ 142. Marginalmente, a partir del intermediario también 
escaparía una pequeña parte del flujo en forma de O2 ¯. 
 
Funciones conocidas: 
Los principales efectos que induce Nox4 en multitud de tipos celulares son 
regular la diferenciación celular 72 y promover la proliferación y migración celular 
y la apoptosis inducida por TNF- -
señalización diferentes según el tipo celular 143. Pero también está involucrada en 
otras funciones: 
 En el riñón se sabe que interviene en la secreción de eritropoyetina, 
la regulación renal de la presión arterial, la regulación de la síntesis de 





 Se encuentra presente en todos los tipos celulares vasculares, 
donde participa en las vías de señalización de proliferación, migración y 
diferenciación celular, aunque es la NADPH oxidasa que predomina en las 
células endoteliales 88. Además, Nox4 posee la capacidad de responder 
rápidamente a cambios en la concentración de oxígeno en el rango 
fisiológico, pudiendo actuar como un auténtico sensor de O2 142. Esto hace 
que esté muy implicada en procesos de remodelado vascular y de 
angiogénesis fisiológica 60. 
 Está implicada en la secreción de insulina en respuesta a glucosa 
por los islotes pancreáticos, y en la señalización en respuesta a insulina de 
diferentes tejidos 144. 
 El H2O2 generado por Nox4 es necesario para la actividad de 
miofibroblastos, siendo muy importante en la reparación de tejidos y en la 
fibrosis mediada por éstos 145. 
 Su actividad es importante para la osteoclastogénesis 146. 
 
Patologías en las que interviene: 
Al contrario que el resto de NADPH oxidasas vasculares, Nox4 es 
considerada un protector vascular, ya que el H2O2 que produce no reduce la 
biodisponibilidad del NO  endotelial, e incluso es capaz de inducir la actividad de 
la eNOS 143, de manera que inhibe la inflamación vascular y la angiogénesis 
patológica 60, y parece prevenir la aterosclerosis 147. Sin embargo, el exceso de H2O2 
en vSMCs también puede generar fibrosis, apoptosis e incluso necrosis, viéndose 
un aumento de expresión de Nox4 en lesiones vasculares avanzadas 88. 
Parece que Nox4 participa activamente en la hipercontractilidad de las 
células de musculo liso respiratorio de individuos asmáticos 148. 
Nox4 es la NADPH oxidasa que se expresa con más frecuencia en las líneas 
celulares tumorales, siendo posiblemente la fuente principal de ROS en melanoma 
y glioblastoma 149–151. Está implicada tanto en el inicio como en la progresión y la 
metástasis tumoral, y puede llegar a generar la resistencia de células tumorales a 
los agentes quimioterápicos 82,152. 
Otras patologías donde se ha encontrado un aumento en la expresión de 





I.5.G - Nox5 
Fue el último miembro de la familia descrito, cuya expresión se encontró 
principalmente en bazo y testículos, por lo que se le supuso una función en la 
biología de linfocitos y en la espermatogénesis, pero también se expresa en 
próstata, ovario, placenta, útero, páncreas, médula ósea y músculo liso vascular. 
Estructuralmente es la más básica de todas, ya que no requiere de la unión 
de ninguna subunidad proteica para su actividad, ni siquiera de p22phox, sino que 
posee 4 dominios en mano EF de unión a Ca2+ y es regulada directamente por éste 
(Fig. 15). Por tanto, al contrario que el resto de NADPH oxidasas, no necesita 
formar un complejo multiproteico para su activación. Contiene un sitio de unión 
para CaM en su dominio C-terminal que la sensibiliza al Ca2+, de manera que una 
vez unida es capaz de activarse con niveles de Ca2+ intracelulares más bajos 156. 
Adicionalmente, la actividad de Nox5 también puede regularse mediante 
fosforilación por varias quinasas (MAPK, PKC o CaMKII) que de nuevo facilitan 
su activación con menores niveles de Ca2+ 79,157,158. 
 
Figura 15- Estructura activa de Nox5. 
 
Esta estructura tan básica de Nox5, junto a que los límites entre exones e 
intrones de su gen son muy diferentes al resto de miembros de la familia, que 





considerable distancia evolutiva entre Nox5 y el resto de NADPH oxidasas, y por 
ello se le supone la NADPH oxidasa humana más cercana a la Nox primordial 4,53. 
 
Funciones conocidas: 
A Nox5 no se le conoce una función esencial principal ni se ha descrito 
ninguna patología asociada a su deficiencia. De hecho, no se encuentra presente en 
animales tan cercanos a los humanos como los roedores, por lo que su función debe 
poder ser compensada por la actividad de otra enzima de la familia, o no ser muy 
importante en animales de vida media muy corta. También debido a esto, el 
estudio de sus funciones in vivo es mucho más complicado que con el resto de 
miembros de la familia. 
 Nox5 ha sido implicada en la regulación de la motilidad del 
esperma y su fusión con el ovocito 159. 
 En el sistema vascular Nox5 se expresa en endotelio, vSMCs y 
fibroblastos, aunque en ninguna de ellas es la NADPH oxidasa más 
abundante 88. Como efectos directos, se ha visto que actúa en la 
proliferación de vSMCs en respuesta a PDGF 88, su sobreexpresión induce 
el crecimiento microvascular endotelial 160, y las ROS derivadas de su 
actividad intervienen en la angiogénesis regulada por SDF- 60. 
 
Patologías en las que interviene: 
A pesar del desconocimiento de su función principal, es importante 
destacar que Nox5 se encuentra sobreexpresada en multitud de estados patológicos 
en el hombre. 
Al generar O2 ¯ se le supone una actividad de disfunción endotelial similar 
a la citada para Nox1 y Nox2, de manera que un exceso de activación conllevaría 
efectos vasculares negativos. Prueba de ello es que su expresión y actividad se ve 
aumentada en caso de hipertensión, enfermedad arterial coronaria y aterosclerosis 
161–163, postulándose en ésta última como la principal responsable del aumento de 
ROS 164. 
La expresión de Nox5 se encuentra aumentada en muchos tipos de cáncer 
o líneas celulares tumorales, incluyendo cáncer de mama, de endometrio, de 
tiroides, de próstata, de esófago, hepatocarcinoma, glioblastoma, melanoma, o 




celulares consigue reducir la proliferación y aumentar la apoptosis celular 170, 
revelando su importante papel en la biología del tumor. 
También se encuentra aumentada en otras patologías como en la 
hipertensión esencial en el riñón 158 o en la nefropatía diabética 171, donde puede 
acelerar muchos de los procesos de progresión de la enfermedad 172. 
 
I.5.H - Duox1/2 
Duox1 y Duox2 son las proteínas más grandes de la familia, prácticamente 
triplican en aminoácidos a las demás NADPH oxidasas. Esto se debe a que, además 
del dominio deshidrogenasa y el dominio transmembrana, en su extremo N-
terminal poseen 2 motivos en mano EF de unión a Ca2+, una -hélice 
transmembrana adicional y un dominio peroxidasa externo. La presencia de los 
motivos en mano EF haría pensar que su actividad depende únicamente de Ca2+, al 
igual que pasa con Nox5, pero en realidad las Duox también requieren de la unión 
de las subunidades DuoxA1 y DuoxA2, respectivamente, para completar su 
maduración postraduccional, localizarse adecuadamente en la membrana 
plasmática, y posiblemente para la efectiva formación de ROS 61,62 (Fig. 16). El 
producto mayoritario detectado tras su actividad es H2O2, aunque aún no se conoce 
el mecanismo exacto por el que éste se produce. 
 





El principal órgano dónde se expresan ambas enzimas es el tiroides, en el 
que su papel fundamental es generar el H2O2 necesario para oxidar al ioduro 
durante la síntesis de las hormonas tiroideas 173,174. En este sentido, Duox2 parece 
ser la principal efectora, ya que mutaciones de pérdida de función en su gen 
suponen la aparición de hipotiroidismo 175, a pesar de que Duox1 se encuentre con 
plena capacidad activa. También se encuentran presentes en otros tejidos: Duox1 
es abundante en pulmón, y en menor medida en placenta, testículos, próstata, 
páncreas, corazón y riñón; Duox2 se expresa en colon, testículos, páncreas, hígado, 
pulmón y próstata 176. 
 
Funciones conocidas: 
A parte de su función esencial en la generación de las hormonas tiroideas, 
se conoce que Duox1/2: 
 Se encuentran presentes en la mayoría de zonas epiteliales del 
aparato digestivo, donde se piensa que actúan en la defensa contra 
patógenos al proporcionar el H2O2 necesario para generar hipotiocianito 
(OSCN¯) por la lactoperoxidasa 177. 
 En el epitelio pulmonar Duox1 se expresa de forma constitutiva y 
se considera que mantiene la actividad fisiológica normal 178. En cambio, 
Duox2 se expresa en menor medida y aumenta sus niveles drásticamente 
en respuesta a citoquinas Th-1 (como IFN- ) o activación de receptores 
TLR, por lo que parece que actúa en respuesta a infecciones virales 178. 
 
Patologías en las que intervienen: 
Las ROS generadas por las Duox pueden contribuir a la patología de 
enfermedades pulmonares como el asma o la fibrosis quística 177,179,180. En cambio, 
en el cáncer de pulmón se suele encontrar una reducción de la expresión de las 
Duox de forma epigenética, y la reintroducción de Duox1 parece mejorar la 
reparación tisular del epitelio 181. 
En caso de cáncer de tiroides, la expresión de las Duox puede actuar como 







I.6 - HEMATOPOYESIS 
Uno de los grandes saltos biológicos que sucedieron durante la evolución 
fue la aparición de organismos pluricelulares, organizados para un funcionamiento 
celular común mucho más eficiente. Todos estos organismos surgen a raíz de una 
única célula capaz de multiplicarse y generar gran número de células con potencial 
para diferenciarse a los distintos tipos celulares que formarán al individuo. Por 
tanto, la diferenciación celular es uno de los procesos más importantes y variados 
que se pueden encontrar, ya que cada tipo celular presente en un organismo 
requiere de un patrón de diferenciación específico para desarrollarse. 
Lógicamente, la diferenciación celular es indispensable durante el período 
embrionario, donde se tiene que dar lugar a todos los tejidos del individuo. Se 
podría pensar que posteriormente en el humano adulto no es un proceso tan 
fundamental, sin embargo, la mayoría de tejidos del organismo requieren de la 
continua regeneración de sus células a partir de la diferenciación de células madre 
adultas. Éstas son células con capacidad de autorrenovarse y de diferenciarse, y 
que generalmente son unipotentes, pueden diferenciarse a un solo tipo celular. 
Entre las pocas células madre adultas con capacidad multipotente encontramos a 
las células madre hematopoyéticas (HSCs), que son las células que se encargan de 
reponer todos los linajes de células sanguíneas durante toda la vida del individuo. 
Este proceso de diferenciación se denomina hematopoyesis y, aunque ha sido 
ampliamente estudiado, aún no está completamente aclarado debido a la gran 
complejidad que supone regular la generación de tal variedad de tipos celulares a 
partir de un único origen común. 
La existencia de las HSCs comenzó a vislumbrarse en 1960, cuando Till y 
McCulloch utilizaron el contaje de colonias originadas en el bazo de ratones 
trasplantados de médula ósea para determinar el número de células viables y 
capaces de formar colonias presentes en médula ósea de ratón 183. En estos 
experimentos determinaron que necesitaban inyectar alrededor de 10.000 células 
nucleadas de médula ósea para generar una sola colonia en el bazo del ratón 
receptor. La mayoría de esas células inyectadas estaban diferenciadas, por lo que 
se supuso que no eran capaces de generar nuevas células. Además, sólo podían 
contar las colonias formadas por células que llegaban al bazo, no las que anidaban 





derivasen de muy pocas células, o incluso de una única célula. A partir de entonces, 
la ciencia ha pasado por un continuo desarrollo de técnicas para poder identificar 
y aislar esas células madre hematopoyéticas para su estudio. 
Hoy en día lo más común es identificar las HSCs y las HPCs (células 
progenitoras hematopoyéticas, que suponen un paso más diferenciado que las 
HSCs y han perdido la capacidad de autorrenovarse, pero aún mantienen cierta 
capacidad de diferenciarse a varios tipos celulares) mediante marcadores 
específicos de superficie por medio de citometría. Sca-1, c-Kit (CD117), CD34 o los 
marcadores SLAM (CD150, CD48 y CD41) son de los marcadores de superficie más 
utilizados. En base a estos marcajes Weissman y colaboradores establecieron el 
modelo clásico de diferenciación hematopoyética, con una jerarquía en forma de 
árbol 184–187 (Fig. 17). 
 
Figura 17- Modelo jerárquico tradicional de hematopoyesis. Más 
información en el texto. NK: células natural killer; CD4/CD8: linfocitos T 
CD4/8; B: linfocitos B; pDC: células dendríticas plasmáticas; mDC: células 
dendríticas mieloides; Mono: monocitos/macrófagos; Granu: granulocitos; 




En esta clasificación las HSCs se compondrían de 3 subtipos, siendo las LT-
HSCs (del inglés long term) las células iniciales, al ser capaces de reconstituir el 
árbol hematopoyético al completo y durante largos periodos de tiempo (de ahí su 
nombre). Estas células se encuentran en su mayoría en estado quiescente 189, y se 
activan de forma periódica para regenerar la reserva de LT-HSCs o para 
diferenciarse a ST-HSCs (del inglés short term), que siguen siendo capaces de 
reconstituir la hematopoyesis al completo, pero durante plazos más cortos de 
tiempo, y no son capaces de regenerar células LT-HSCs. Finalmente, las ST-HSCs 
se diferencian a células progenitoras multipotentes (MPPs) que pueden dar lugar 
a todos los linajes sanguíneos maduros, pero prácticamente no tienen capacidad de 
autorrenovación. A partir de este punto se encontrarían las HPCs, cuya 
diferenciación puede separarse en varios caminos generándose diversos 
progenitores celulares que solo darán lugar a determinados linajes celulares. En 
primer lugar, los MPPs se pueden diferenciar a CMPs (progenitores mieloides 
comunes) o a CLPs (progenitores linfoides comunes), que solo poseen capacidad 
de generar células mieloides y linfoides, respectivamente. En segundo lugar, los 
CMPs pueden diferenciarse a GMPs (progenitores de granulocitos-monocitos) o a 
MEPs (progenitores de megacariocitos-eritrocitos), con capacidad para generar 
esos subtipos celulares. Este modelo clásico ha sido muy útil para avanzar en los 
estudios sobre los procesos de diferenciación hematopoyética durante bastante 
tiempo, pero al fin y al cabo es una simplificación bastante limitada de la realidad, 
y hoy día ha evolucionado en varios aspectos.  
Por un lado, se ha observado que alrededor de un 25% de las LT-HSCs 
expresan el factor von Willebrand (vWF) 190, típicamente relacionado con las 
plaquetas y la hemostasia sanguínea. Estas LT-HSCs vWF+ son capaces de 
autorrenovarse y de generar LT-HSCs vWF¯, mientras que el paso contrario no 
sucede, por lo que se situarían en el punto más alto de jerarquía hematopoyética 
(Fig. 18). Además, las LT-HSCs vWF+ no generan una hematopoyesis equilibrada, 
sino que tienden a generar principalmente megacariocitos y plaquetas de forma 
directa, sin pasar por medio de progenitores mieloides 191. De hecho, los 
megacariocitos y plaquetas son los únicos linajes celulares que pueden llegar a 
reponerse de forma exclusiva a partir de HSCs, sin que se reponga a su vez ningún 
otro tipo de célula sanguínea 192. De esta manera, parece claro que el desarrollo de 





sanguíneos mediante un mecanismo específico a partir del primer escalón de la 
hematopoyesis (Fig. 18). 
Por otro lado, varios grupos de investigación han realizado una división 
dentro de la población de MPPs 189,193, dando lugar a 4 subtipos: MPP1, MPP2, 
MPP3 y MPP4. MPP1 se correspondería con las anteriores ST-HSCs, mientras que 
MPP2-3-4 se encontrarían un paso más diferenciadas que MPP1, y serían 
poblaciones sin capacidad de autorrenovación, con una capacidad de repoblación 
mucho más corta, y totalmente independientes entre sí. Mientras que los 
progenitores MPP2 darían lugar principalmente a megacariocitos y eritrocitos, y 
los MPP3 al resto de células mieloides, los MPP4 serían los que generarían los 
linajes linfoides de manera prácticamente exclusiva, por lo que entre los tres 
subtipos cubrirían la renovación de todos los linajes hematopoyéticos (Fig. 18). 
  
Figura 18- Modelo jerárquico de hematopoyesis más actualizado. Más 
información en el texto. LMPP: progenitores multipotentes comprometidos a 
linfoides; NK: células natural killer; CD4/CD8: linfocitos T CD4/8; B: linfocitos 
B; pDC: células dendríticas plasmáticas; mDC: células dendríticas mieloides; 





Pero el cambio más importante del modelo hematopoyético se está 
viviendo durante los últimos años, gracias a las nuevas técnicas de secuenciación 
y análisis masivos de células únicas. Gracias a estas técnicas se ha podido 
comprobar la heterogeneidad que existe dentro de la población de HSCs, haciendo 
que, a pesar de que seamos incapaces de diferenciar fenotípicamente dos células 
en base a sus marcadores hematopoyéticos, éstas pueden ser distintas 
genotípicamente y estar ya preparadas para dar lugar a diferentes linajes 194. Y, al 
contrario, células con diferente expresión de marcadores hematopoyéticos y que se 
encontrarían en diferentes escalones según el modelo clásico pueden no estar tan 
alejadas genéticamente y tener un potencial similar. De esta manera, las HSCs 
parecen decidir su destino celular de forma muy temprana, y las HPCs únicamente 
continúan ese camino hasta su destino celular final, aunque seguirían manteniendo 
cierta capacidad para desviarse hacia poblaciones adyacentes que compartieran un 
patrón de expresión semejante 195,196. Así, sigue siendo posible encontrar células 
oligopotentes dentro de poblaciones como los GMPs o LMPPs (progenitores 
multipotentes comprometidos a linfoides) 197. Por tanto, lo que anteriormente 
separábamos como diferentes tipos celulares en diferentes estratos según la 
expresión de determinados marcadores de superficie y su capacidad de generación 
de linajes, realmente a nivel genético es más un flujo continuo y difuso, sin 
separaciones ni estados celulares definidos (Fig. 19). 
Por último, prácticamente todos los estudios in vivo realizados hasta ahora 
se han llevado a cabo mediante técnicas que indirectamente pueden producir la 
alteración de las células o del nicho hematopoyético (irradiación, estrés 
hematopoyético por falta de celularidad, trasplantes con cambios de concentración 
de oxígeno, …), de forma que la mayoría de nuestro conocimiento no es sobre la 
hematopoyesis normal que tiene lugar en estado basal, sino sobre la hematopoyesis 
en estado de estrés. En los últimos años han surgido algunos estudios basados en 
modelos de ratón transgénicos que permiten marcar las células hematopoyéticas y 
poder realizar así un seguimiento posterior de las poblaciones originadas. De esta 
forma evitan las anteriores alteraciones y se evalúa mejor la hematopoyesis basal, 
aunque los resultados hasta ahora han sido bastante dispares. Por ejemplo, Sun et 
al. utilizan un modelo en el que la inducción con doxiciclina hace que la 
transposasa HSB movilice el único transposón de la construcción a una parte 





permite discriminar entre la progenie de diferentes clones hematopoyéticos 198. 
Además, las células que hayan respondido a la inducción pueden identificarse 
mediante la expresión de la proteína DsRed. Su análisis 40 semanas tras la 
inducción con doxiciclina indica que son las MPPs las que se encargan de mantener 
la hematopoyesis durante ese tiempo, sin apenas contribución de las LT-HSCs. En 
otro estudio, la inducción con tamoxifeno permite que las células Tie2+ (las HSCs 
más inmaduras) y su posterior progenie expresen la proteína fluorescente amarilla 
(YFP) 199. En su análisis las células ST-HSCs son el pilar fundamental que mantiene 
la hematopoyesis basal en el adulto, mientras que el mayor aporte de las LT-HSCs 
se produce durante la vida fetal. Sin embargo, mediante otro modelo similar, la 
inducción con tamoxifeno promueve la expresión de la proteína fluorescente 
tdTomato únicamente en células Pdzk1ip1+ (aparentemente las HSCs más 
inmaduras) y su progenie, y los autores concluyen que el aporte de estas HSCs a la 
hematopoyesis basal es mucho más robusto e importante 200. 
 
Figura 19- Modelo de hematopoyesis de flujo continuo. Más información en 
el texto. LMPP: progenitores multipotentes comprometidos a linfoides; NK: 
células natural killer; CD4/CD8: linfocitos T CD4/8; B: linfocitos B; pDC: 
células dendríticas plasmáticas; mDC: células dendríticas mieloides; Mono: 
monocitos/macrófagos; Gran: granulocitos; Ery: eritrocitos; Mega: 




I.6.A - ROS y hematopoyesis 
Las HSCs son necesarias para mantener la hematopoyesis a lo largo de toda 
la vida del individuo, pero de forma normal la mayoría se encuentran en estado 
quiescente 189, esperando a ser activadas. Este estado de quiescencia se caracteriza 
por tener una actividad celular mínima y un metabolismo basado en la glucólisis, 
sirviendo como mecanismo de protección ante cualquier efecto nocivo que se 
genere durante la actividad normal de las células y pueda acabar produciendo su 
senescencia. Por supuesto, uno de los principales factores de los que se protegen 
de esta manera es de las ROS. Las HSCs poseen unos niveles de ROS inferiores a 
las HPCs y células más maduras 201,202, y el aumento de sus niveles de ROS 
promueve la pérdida de su capacidad de autorrenovación, su entrada en ciclo y su 
diferenciación celular 203–205 (Fig. 20). De hecho, dentro de una misma población de 
HSCs se pueden encontrar células con mayor o menor cantidad de ROS, y se ha 
observado que las células con menos ROS mantienen un perfil más quiescente y 
con plenas capacidades de reconstitución hematopoyética, mientras que las células 
con mayores niveles de ROS se encuentran más activas, dan lugar a una mayor 
proporción de células mieloides, y tienen una menor capacidad de mantener la 
reconstitución hematopoyética a largo plazo 206. Además, el tratamiento de la 
población de niveles elevados de ROS con el antioxidante NAC (N-acetilcisteína) 
o con un inhibidor de p38 (que contribuye al aumento de ROS en HSCs) restaura 
las capacidades de estas células a las de la población de niveles bajos de ROS 204,205. 
 
Figura 20- Evolución de los niveles de ROS con el proceso de maduración 
celular. En la hematopoyesis las células más inmaduras son las que presentan 
los niveles más bajos de ROS, y cuanto más aumentan sus niveles de ROS más 
avanzan en el proceso de diferenciación hematopoyética y menor capacidad 





Pero no todo consiste en eliminar las ROS, porque ya hemos visto que son 
compuestos muy necesarios para la regulación de multitud de vías de señalización, 
y este caso no iba a ser diferente. Se ha demostrado que una reducción severa de 
los niveles de ROS en HSCs provoca deficiencias en su capacidad de diferenciación 
celular, y con ello la pérdida de su capacidad de repoblación hematopoyética 207. 
Por tanto, es evidente que los niveles de ROS son un factor muy importante para 
las HSCs, que debe estar perfectamente regulado para mantener el potencial de sus 
capacidades de células madre. La regulación de estos niveles se produce de forma 
autónoma en las propias células mediante múltiples mecanismos: manteniendo un 
metabolismo muy bajo y basado en la glucólisis, lo que evita gran formación de 
ROS por la ETC; mediante la regulación de vías de señalización que promueven las 
ROS, como p38 204 o AKT 207; o mediante factores de transcripción que estimulan 
los sistemas antioxidantes, como los FoxOs 208 o Nrf2 209. Pero existe otro elemento 
fundamental en la regulación de las ROS de las HSCs, el nicho hematopoyético. 
Con el término nicho denominamos al microambiente más cercano que se 
encuentra alrededor de las células, compuesto por aquellas otras células y 
elementos que son necesarios para su desarrollo y cuidado. Inicialmente se pensó 
que el nicho hematopoyético se localizaba en la zona endosteal de la médula ósea, 
ya que es la zona más alejada de los vasos sanguíneos y se había observado que las 
HSCs se localizaban en una zona situada al final del gradiente de oxígeno generado 
en la médula ósea 210. Además, los osteoblastos parecían tener gran importancia en 
el mantenimiento de las HSCs 211. Sin embargo, posteriormente se ha comprobado 
que la zona perivascular posee realmente menor presión de oxígeno que la zona 
endosteal 212, y que en ella se sitúan las células endoteliales de médula ósea y las 
células madre mesenquimales estromales (MSCs), que han demostrado ser las 
células que realmente aportan SCF o CXCL12 a las HSCs 213,214, factores esenciales 
para su supervivencia. De hecho, incluso el nicho perivascular es diferente 
dependiendo del tipo de vaso sanguíneo al que rodea 215: las arterias y arteriolas 
por donde llega la sangre poseen un flujo rápido y están formadas por células 
endoteliales Sca-1+ y rodeadas por -SMA+ -actina de músculo liso, 
marcador de miofibroblastos), proporcionando una barrera de muy baja 
permeabilidad que mantiene bajos los niveles de oxígeno en la zona perivascular. 
Al acercarse a la zona del endosteo se dividen en arteriolas más pequeñas que 




MSCs e inervadas por fibras de células de Schwann, que también aportan factores 
esenciales para el mantenimiento de las HSCs. Finalmente, las arteriolas 
desembocan en sinusoides que recogen el flujo sanguíneo y lo drenan al sinus 
central para salir del hueso. Estos sinusoides están formados por células 
endoteliales Sca-1¯ y son mucho más anchos y sin un recubrimiento celular 
especial, lo que hace que el flujo sanguíneo sea mucho menor y la barrera endotelial 
mucho más permeable, permitiendo un mejor tráfico celular a cambio de una 
mayor exposición al oxígeno (Fig. 21). 
 
Figura 21- Modelo de nicho celular hematopoyético. Representación de los 
dos tipos de nicho vascular que presenta la médula ósea. MSCs: células madre 
mesenquimales del estroma. (Tomada de Itkin et al., 2016 215). 
 
Y es que, el grado de exposición al oxígeno es la característica clave a tener 
en cuenta por el nicho hematopoyético, ya que cuanto mayor es la presencia de O2 
en el entorno más ROS generan las HSCs 216. La hipoxia mantiene bajos los niveles 
de ROS de las HSCs promoviendo el metabolismo a través de la glucólisis, gracias 
a HIF-1  217,218, y reduciendo la expresión de las NADPH oxidasas 216, por lo que 
inhibe los dos principales mecanismos de formación de ROS celulares. Además, la 
hipoxia también activa otros mecanismos de protección de las HSCs frente al estrés 
oxidativo, como la activación de NF- B 202. Es tan grande la dependencia de las 
HSCs hacia un estado de hipoxia que una corta exposición a condiciones de 
normoxia provoca el aumento en sus niveles de ROS y su activación y rápida 
diferenciación hacia células progenitoras 215,219. De esta manera, el nicho 
perivascular arteriolar de la zona endosteal posee las condiciones y elementos 





el nicho perivascular sinusoidal encontramos HSCs con mayor exposición al 
oxígeno y con un fácil acceso al torrente sanguíneo 215, candidatas perfectas para 
activarse y pasar a formar parte de cualquier población en circulación. 
Pero el nicho hematopoyético no solo ayuda a regular los niveles de ROS 
de las HSCs mediante la hipoxia, sino que posee varios sistemas de mantenimiento 
adicionales para preservar sus niveles. Las MSCs del nicho y las HSCs se pueden 
encontrar unidas mediante gap junctions gracias a su alta expresión de conexina-43, 
y se ha demostrado que existe un paso de ROS desde las HSCs a las MSCs por 
medio de esta vía, para así reducir los niveles de ROS de las HSCs 220. Si a esto se 
une que las MSCs poseen elevados niveles de GSH y la expresión constitutiva de 
múltiples enzimas involucradas en la eliminación de ROS (SOD, catalasa, …) 221, se 
convierte en un sistema de depuración de ROS presentes en HSCs muy efectivo. 
Entre las células del nicho también se encuentra una población de monocito-
macrófagos que expresan -SMA, a los que se les supone un papel cercano al de 
los pericitos perivasculares. Éstos poseen una alta expresión de ciclooxigenasa-2, 
la cual sintetiza prostaglandina-E2 que promueve la reducción de los niveles de 
ROS en HSCs mediante la inhibición de AKT 222. Finalmente, los propios factores 
generados por el nicho y necesarios para el mantenimiento de las HSCs también 
han sido involucrados en la regulación de sus niveles de ROS: la activación de c-
Kit, receptor del SCF, está ligada a un descenso de ROS que promueve la expansión 
y mantenimiento de la población de HSCs más inmaduras 223; y la estimulación de 
HSCs con CXCL12 ayuda a proteger a las células frente al estrés oxidativo 224. 
Por todo ello, dada la gran regulación que existe para mantener las ROS en 
equilibrio y la cantidad de mecanismos y procesos en los que se encuentra 
implicada la alteración de sus niveles, es evidente que son un factor 
importantísimo en la biología de las HSCs. 
 
I.6.B - NADPH oxidasas y hematopoyesis 
Una vez conocida la gran importancia de las ROS para la homeostasis 
hematopoyética, sería de gran utilidad discriminar el papel de las NADPH 
oxidasas en su regulación. Nuestro conocimiento sobre este tema aún es bastante 
limitado y se basa principalmente en algunas de las funciones de Nox2, por ser la 




Como he comentado anteriormente, las HSCs son las células 
hematopoyéticas con menores niveles de ROS, para poder protegerse de efectos 
nocivos y mantener sus capacidades de quiescencia y repoblación. La menor masa 
mitocondrial y el metabolismo glucolítico que poseen estas células favorece que 
hasta un 50% de su consumo de O2 se deba a la actividad de NADPH oxidasas 225, 
mucho más que en cualquier otra célula hematopoyética (salvo en fagocitos). De 
esta forma, los aumentos de ROS que acompañan a la estimulación por la mayoría 
de citoquinas y factores de crecimiento encargados de la regulación de HSCs 
probablemente tienen su origen en miembros de esta familia. Por ejemplo, el 
tratamiento con las citoquinas GM-CSF o IL-8 promueve la movilización de las 
HSCs a la circulación sanguínea, pero en el caso de ratones deficientes para el gen 
Cybb, que codifica Nox2, se observa una menor afluencia de HSCs en circulación 
tras su estimulación 226, de manera que las ROS producidas por Nox2 intervienen 
de alguna manera en la respuesta a estas citoquinas. De hecho, en caso de 
infecciones, lesiones inflamatorias o isquemia se activan la liberación rápida de 
granulocitos desde la médula ósea y la granulopoyesis de emergencia, que consiste 
en la movilización de HSPCs para su activación, expansión y recuperación de las 
células perdidas. Se ha visto que la señal que activa todo este proceso es el aumento 
de los niveles de ROS en la médula ósea por la actividad de Nox2 de células 
mieloides 83,227,228. Este aumento de ROS provoca la oxidación de PTEN, y con ello 
una mayor activación de AKT 228; la estabilización de HIF-1  que a su vez 
promueve la expresión de VEGF; y la mayor actividad de metaloproteasas como 
MT1-MPP y MMP-9 227, todos ellos factores muy importantes para la movilización 
de HSCs 227,229,230. Además, este aumento de ROS en la médula ósea induce la 
proliferación de progenitores mieloides 228, que parecen necesitar específicamente 
de la actividad de Nox2 para proliferar adecuadamente 227,231, y también provoca la 
activación de Lyn, que junto con AKT están relacionadas con la inhibición de la 
monopoyesis en favor de la granulopoyesis 231. 
Las HSCs también poseen un mecanismo de activación metabólica rápida 
basado en la transferencia de mitocondrias desde el nicho celular, sin necesidad de 
esperar al proceso de biogénesis mitocondrial para aumentar su metabolismo. Esta 
transferencia parece estar regulada por Nox2, ya que las células de leucemia 
mieloide aguda son capaces de activarse y proliferar rápidamente mediante este 
mecanismo, gracias al contacto con MSCs y la producción de ROS dependiente de 





infecciones 233, y en células CD34+ en cocultivo con MSCs a las que se estimula con 
ROS 232. 
En cuanto a la regulación de células más maduras, la actividad de Nox2 
parece ser necesaria para el adecuado control de la expansión de células T CD4 por 
parte de las células reguladoras T CD8 234. Las células T CD8 expresan Nox2 en 
gran cantidad, y al activarse generan microvesículas donde cargan parte de estos 
complejos. Al contactar con células T CD4 les ceden las microvesículas provocando 
un gran aumento de ROS en ellas, que inhibe la activación de su señalización y su 
proliferación. La deficiencia de Nox2 genera una menor diferenciación y activación 
de las células reguladoras y la hiperactivación de las T CD4 234,235. 
También, la formación de ROS por Nox2 puede afectar a algunas 
poblaciones de linfocitos B, ya que en pacientes con CGD se ha observado un claro 
aumento de linfocitos B CD5+ (denominados tipo B1a), que son de los primeros 
linfocitos originados, al proceder de la hematopoyesis fetal, y generan los 
denominados anticuerpos naturales 236. En cambio, poseen un gran descenso de 
linfocitos B de memoria (CD27+) 237,238, lo que podría deberse a un defecto de 
expresión del receptor CD40 en las células inmunes, necesario para varios de sus 
procesos de activación 239,240. 
Existe un artículo que relaciona un tipo de eosinofilia hereditaria severa en 
ratas con la mutación del gen Cyba y la falta de p22phox  241, aunque no parece ser un 
efecto visto en humanos. 
Finalmente, en nuestro laboratorio se demostró que la estimulación de la 
diferenciación megacariocítica, tanto en líneas celulares como en células CD34+ 
humanas, requiere de la formación de ROS mediante una NADPH oxidasa 
dependiente de p22phox 242. Estas ROS son necesarias para que se produzca la 
activación completa de las vías de señalización encargadas del proceso de 
diferenciación. También se ha visto que la estimulación de megacariocitos con TPO 
aumenta principalmente la expresión de Nox1 243, señalando a ésta como posible 
fuente de las ROS en este proceso, sin embargo, la eliminación del gen Nox1 no 































































La generación de ROS es un efecto inevitable del metabolismo aerobio que, 
lejos de mantenerse únicamente como una contrapartida tóxica, los organismos 
han acabado aprovechando y potenciando para la regulación de multitud de sus 
procesos celulares más importantes. Uno de esos procesos es la homeostasis de las 
HSCs y la hematopoyesis, claramente influenciadas por los niveles de ROS. Sin 
embargo, aún no se conoce con profundidad el papel que pueden estar 
interpretando las NADPH oxidasas, las enzimas que mayor control poseen sobre 
la formación de ROS, en esa homeostasis. 
En nuestro laboratorio ya hemos realizado ciertos avances en la 
importancia de las NADPH oxidasas para la megacariopoyesis 242, observando que 
la actividad de alguna de las Nox dependientes de p22phox es necesaria para la 
completa activación de las vías de señalización que intervienen en el proceso. 
Además, también hemos comprobado que en la diferenciación megacariocítica de 
una línea celular eritroleucémica (células HEL) intervienen varias de estas enzimas, 
y sorprendentemente con una función opuesta: mientras que la actividad de Nox2 
y Nox5 parece ser necesaria para el proceso de diferenciación, Nox4 estaría 
actuando como un regulador negativo del mismo (datos no publicados). 
En base a todo esto, el principal objetivo que nos propusimos para este 
trabajo fue profundizar en la función que pueden estar cumpliendo las NADPH 
oxidasas y sus ROS en el desarrollo de la hematopoyesis en general, tanto en el 
mantenimiento y activación de las HSCs como en su maduración durante la 
diferenciación hematopoyética. Para ello, durante la realización del trabajo nos 
fuimos planteando los siguientes objetivos específicos: 
1. Análisis de la expresión de NADPH oxidasas en células Lin¯ 
2. Generación de modelos de ratón deficientes en el gen Cyba 
3. Análisis de la hematopoyesis in vivo en ausencia de p22phox 
4. Análisis transcriptómico de células Lin¯ Cyba  
5. Evaluación de otras vías de señalización hematopoyéticas 
alteradas en células de médula ósea Cyba  
6. Estudio de la capacidad de repoblación de la hematopoyesis in 
vivo mediante trasplante competitivo de médula ósea Cyba  
7. Estudio de la capacidad de repoblación de la hematopoyesis in 
vivo mediante trasplante competitivo de médula ósea de ratones 





8. Evaluación de la inhibición farmacológica de la actividad NADPH 
oxidásica como tratamiento para mejorar la regeneración 
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MyM.1 - MATERIALES 
MyM.1.A - Reactivos 
Producto Casa comercial Técnica de uso 
Lineage Cell Depletion Kit, 
mouse 
Miltenyi Biotec Purificación células Lin¯ 
TRI Reagent Sigma Aldrich Extracción de ARN 
RNASpin Mini Kit GE Healthcare Extracción de ARN 
SuperScript II Invitrogen Retrotranscripción de ARN 
RNase Out Invitrogen Retrotranscripción de ARN 
GoTaq qPCR Master Mix Promega qPCR 
DNA Polimerasa Biotools PCR convencional 




Electroforesis en gel de agarosa 
Fragmento Klenow polimerasa Fermentas Generación sonda southern blot 
GeneJET PCR Purification Kit Thermo Scientific Generación sonda southern blot 
Protease Inhibitor Cocktail Sigma Aldrich Extracción de proteínas 
Pierce ECL Plus WB Substrate Thermo Scientific Western blot 
Forbol 12-miristato-13-acetato 
(PMA) 




Formación de Colonias 
mSCF (Stem Cell Factor) Miltenyi Biotec 
Formación de Colonias 
Estimulación de MO para WB 
Cultivo células Lin¯ 
mIL-3 Miltenyi Biotec 
Formación de Colonias 
Estimulación de MO para WB 
Cultivo células Lin¯ 
mGM-CSF Miltenyi Biotec 
Formación de Colonias 
Estimulación de MO para WB 
mIL-7 Miltenyi Biotec 
Formación de Colonias 
Estimulación de MO para WB 
EPO (Eritropoyetina) Miltenyi Biotec 
Formación de Colonias 
Estimulación de MO para WB 
mTPO (Trombopoyetina) Miltenyi Biotec 
Estimulación de MO para WB 
Cultivo células Lin¯ 




mFlt3-Ligando Miltenyi Biotec Cultivo células Lin¯ 
IgA Mouse Uncoated ELISA 
Kit with plates 
Invitrogen Medida IgA en suero 
IgG (total) Mouse Uncoated 
ELISA Kit with plates 
Invitrogen Medida IgG en suero 
IgM Mouse Uncoated ELISA 
Kit with plates 
Invitrogen Medida IgM en suero 
Difenileniodonium (DPI) Sigma Aldrich Trasplante competitivo con DPI 
 
MyM.1.B - Soluciones de trabajo 
 PBS (tampón fosfato salino) 
NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; Na2HPO4 100 mM; KH2PO4 2 mM; pH 7,4. 
 Solución de lisis de la serie roja (cloruro amónico) 
NH4Cl 155 mM; KHCO3 10 mM; EDTA 0,13 mM; pH 7,4. 
 Tampón TE (Tris-EDTA) 
Tris-HCl 10 mM; EDTA 1 mM; pH 8. 
 Tampón TAE (Tris-acético-EDTA) 
Tris 40 mM; ácido acético 20 mM; EDTA 2 mM; pH 7,9-8. 
 Tampón de lisis para la extracción de ADN genómico 
Tris 0,1 M; NaCl 0,2 M; EDTA 5 mM; SDS 0,2% p/v; proteinasa K 200 g/ml. 
 SSC (solución salina de citrato sódico) 
NaCl 0,3 M; Citrato 30 mM; pH 7. 
 Tampón de Church & Gilbert 
BSA 1% p/v; EDTA 1 mM; NaHPO4 1 M; SDS 7% p/v; pH 7,2. 
 Tampón de lisis MLB 
HEPES 25 mM pH 7,5; NaCl 150 mM; Igepal 1% v/v; glicerol 10% v/v; MgCl2 10 mM; 
EDTA 1 mM; NaF 25 mM; Na3VO4 1 mM. 
 Tampón de carga para proteínas (2X) 
Tris 125 mM; SDS 2% p/v; glicerol 5% v/v; azul de bromofenol 0,003% p/v; -
mercaptoetanol 1% v/v; pH 6,8. 
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 Tampón de electroforesis para WB 
Tris 5 mM; glicina 40 mM; SDS 0,1% p/v; pH 8,3. 
 Tampón de transferencia para WB 
Tris 25 mM; glicina 190 mM; metanol 20% v/v. 
 TBS-Tween (tampón tris salino - tween) 
Tris 10 mM; NaCl 100 mM; Tween-20 0,05% v/v; pH 7,5. 
 Tampón de quimioluminiscencia 
PBS; glucosa 5 mM; Mg2+ 1 mM; Ca2+ 0,5 mM; BSA 0,05% p/v. 
 
MyM.1.C - Anticuerpos y compuestos utilizados en citometría 
Producto Casa comercial Conjugado Clon 
Anti-  Miltenyi Biotec PE 145-2C11 
Anti-human and mouse CD11b Miltenyi Biotec PerCP-Vio700 REA592 
Anti-human and mouse CD11b Miltenyi Biotec APC M1/70.15.11.5 
Anti-mouse CD16/32 eBioscience PE-Cy7 93 
Anti-mouse CD19 Miltenyi Biotec APC 6D5 
Anti-mouse CD34 eBioscience eFluor450 RAM34 
Anti-mouse CD45 Miltenyi Biotec VioBlue 30F11 
Anti-mouse CD45 Miltenyi Biotec PerCP 30F11 
Anti-mouse CD45.1 Miltenyi Biotec FITC A20 
Anti-mouse CD45.1 Miltenyi Biotec APC A20 
Anti-mouse CD45.1 Miltenyi Biotec PE-Vio770 A20 
Anti-mouse CD45.1 Miltenyi Biotec APC-Vio770 A20 
Anti-mouse CD45.2 Miltenyi Biotec FITC 104-2 
Anti-mouse CD45.2 Miltenyi Biotec APC-Vio770 104-2 
Anti-mouse CD45R (B220) Miltenyi Biotec PE RA3-6B2 
Anti-mouse CD45R (B220) Miltenyi Biotec PerCP-Vio700 RA3-6B2 
Anti-mouse CD117 (c-Kit) Miltenyi Biotec APC 3C11 
Anti-mouse CD117 (c-Kit) Miltenyi Biotec PE-Vio770 3C11 
Anti-mouse CD117 (c-Kit) BD Pharmingen APC-H7 2B8 
Anti-mouse CD127 (IL-  eBioscience APC-eFluor780 A7R34 
Anti-mouse CD135 (Flt3) eBioscience PE-Cy5 A2F10 
Anti-mouse CD135 (Flt3) Miltenyi Biotec PE A2F10 
Anti-mouse Gr1 Miltenyi Biotec PerCP-Vio700 RB6-8C5 




Anti-mouse Sca-1 Miltenyi Biotec PE REA422 
Anti-mouse Ter-119 Miltenyi Biotec PE Ter-119 
Lineage Cell Detection Cocktail-
Biotin 
Miltenyi Biotec Biotina 
 
Anti-Biotina Miltenyi Biotec FITC Bio3-18E7 
Anti-Biotina Miltenyi Biotec PerCP-Vio700 Bio3-18E7 
FcR Blocking Reagent mouse Miltenyi Biotec -  
Diacetato de 2,7-dihidrodicloro-
fluoresceína (DCFDA) 
Sigma Aldrich - 
 
APC BrdU Flow Kit BD Pharmingen APC  
PE Annexin V Apoptosis 
Detection Kit with 7-AAD 
Immunostep PE  
 
MyM.1.D - Anticuerpos de western blot 
Anticuerpos 
Primarios 
Casa comercial Dilución A. Secundario 
AKT Santa Cruz Biotechnology 1:1000 IRDye 800CW 
p-AKT (Ser-473) Santa Cruz Biotechnology 1:750 m- -HRP 
-CATENINA Abcam 1:1000 
Anti-mouse light chain 
HRP 
CRKL Santa Cruz Biotechnology 1:1000 IRDye 800CW 
ERK Santa Cruz Biotechnology 1:3000 Anti-rabbit light chain HRP 
p-ERK (Tyr-204) Santa Cruz Biotechnology 1:1000 
Anti-mouse light chain 
HRP 





Anti-mouse light chain 
HRP 




1:500 IRDye 800CW 





Anti-mouse light chain 
HRP 
VINCULINA Santa Cruz Biotechnology 1:3000 StarBright Blue 700 
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Anticuerpos Secundarios Casa comercial Dilución 
m- -HRP Santa Cruz Biotechnology 1:10000 
AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG, light 
chain specific HRP 
Jackson ImmunoResearch 1:20000 
Monoclonal Mouse Anti-Rabbit IgG, light 
chain specific HRP 
Jackson ImmunoResearch 1:20000 
IRDye 800CW Goat anti-Rabbit IgG 
Secondary Antibody 
LI-COR 1:5000 
StarBright Blue 700 Goat Anti-Mouse IgG BIO-RAD 1:5000 
 
MyM.1.E - Aparataje 
-Agitadores Roller mix (Ovan) y Navigator Model 128 Roller Bottle Type 
Blotter Rotator (BioComp Instruments), y plataforma mezcladora BFR25 (Grant 
Boekel). 
-Autoclaves Steam Sterilizer (Raypa) y Autester-G (Selecta). 
-Balanza analítica 40SM-200A (Precisa) y balanza granataria Electronic 
Scale (Want). 
-Baños termorregulables Precisterm (Selecta) e Isotemp 105 modelo 2240 
(Fisher Scientific), y termostato de inmersión SBS TFB serie B (Memmert). 
-Campanas de flujo laminar Bio II A (Telstar) y Class II BSC (ESCO). 
-Centrífugas Allegra 21R Centrifuge (Beckman), 5810R Centrifuge 
(Eppendorf), IEC MicroCL 17 y Sorvall Legend Micro 21R (Thermo Electron 
Corporation). 
-Citómetros de flujo FACSCalibur y FACSAria III (BD Biosciences). 
-Densitómetro CS-9000 (Shimadzu). 
-Documentador de geles Gel Doc XR System (compuesto por Universal 
Hood II, Universal XR Camera w/MZL y Quantity One Software) (BIO-RAD). 
-Espectofotómetro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) 
-Fotómetro de microplacas Multiskan FC (Thermo Scientific). 
-Incubador de CO2 Forma Direct Heat 311 (Thermo Scientific). 
-Irradiador de fuente de cesio Gammacell 1000 Elite. 
-Lector multidetección de barrido espectral Varioskan Flash (Thermo 
Scientific). 




-Máquina de revelado para western Medical X-ray Processor 102 (Kodak). 
-Microscopio Eclipse TS100 (Nikon), y microscopio IX51 con cámara digital 
DP70 acoplada (Olimpus). 
-pH-metro PB-11 Basic Meter (Sartorius). 
-Sistemas de detección de western por fluorimetría Odyssey Infrared 
Imaging System (LI-COR) y ChemiDoc MP Imaging System (BIO-RAD). 
-Sistemas de electroforesis horizontal MultiSUB Mini (Fisherbrand) y Wide 
mini-sub Cell GT (BIO-RAD). 
-Sistemas de electroforesis vertical y transferencia Mini-PROTEAN 3 Cell 
y Mini Trans-Blot Cell (BIO-RAD). 
-Stratalinker UV Crosslinker (Stratagene). 
-Tanque de nitrógeno líquido CryoPlus 3 (Thermo Forma). 
-Termocicladores Mastercycler EPgradient (Eppendorf) y StepOne Real-
Time PCR System (Applied Biosystems). 
-Unidades de corriente MPSU-200/100, PowerPac Basic y PowerPac HC 
(BIO-RAD). 
-Otros aparatos de uso común en laboratorio. 
 
MyM.1.F - Herramientas informáticas 
 La herramienta online Primer3Plus y el programa SeqBuilder 
(DNASTAR) para el diseño de oligonucleótidos de qPCR. 
 StepOne Software v2.1 para el diseño y realización de las 
reacciones qPCR. 
 CellQuest Pro (BD Biosciences) para la adquisición de las muestras 
por citometría de flujo, y Flowing Software 2.5 (Turku Centre for 
Biotechnology) y FlowJo v10.5.3 (FlowJo LLC) para su análisis. 
 Quantity One Software (BIO-RAD) para la visualización y 
adquisición de las imágenes de electroforesis en gel de agarosa con el Gel 
Doc XR System. 
 ImageStudio Lite 5.2 (LI-COR) para el análisis de las imágenes por 
medio de western blot. 
 SPSS Statistics 23 (IBM) para el análisis estadístico de los datos. 
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 DP Controller (Olimpus) para la realización de fotografías al 
microscopio de luz invertida IX51 (Olimpus). 
 Las herramientas de imagen de Servier Medical ART (SMART) para 
la creación de algunas de las figuras del trabajo (bajo licencia Creative 
Commons Attribution 3.0). 
 Mendeley Reference Manager para la gestión de las citas y 
referencias de este trabajo. 
 El paquete Microsoft Office 365 para el análisis de resultados, la 
construcción de figuras y la realización de este trabajo. 
 
MyM.2 - TÉCNICAS EXPERIMENTALES 
MyM.2.A - Animales 
Adquirimos los ratones C57BL/6J silvestres utilizados en este trabajo del 
Servicio de Experimentación Animal de la Universidad de Salamanca, mientras 
que los ratones modificados genéticamente albinos, CD45.1+ y deficientes para 
Nox1, Cybb y Nox4 los compramos a The Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine, 
USA). 
Nombre de la cepa Modificación genética 
B6(Cg)-Tyrc-2J/J Pelaje albino 
B6.SJL-Ptprca Pepcb/BoyJ CD45.1+ 
B6.129X1-Nox1tm1Kkr/J Deficiencia Nox1 
B6.129S-Cybbtm1Din/J Deficiencia Cybb 
B6.129-Nox4tm1Kkr/J Deficiencia Nox4 
 
La generación de los 2 modelos de ratón modificados genéticamente para 
el gen Cyba se llevó a cabo en colaboración con el Servicio de Transgénesis de 
Nucleus, de la Universidad de Salamanca. 
 
Generación del modelo ES Cyba : 
Para la generación de los ratones deficientes en el gen Cyba adquirimos dos 
clones de células madre embrionarias (células ES) al consorcio EUCOMM con una 
inserción en el intrón 1 del gen Cyba (células ES Cybatm1e(EUCOMM)Wtsi) (Fig. 22). La 




inserción genera una proteína truncada y sin función, y permite su detección 
mediante el gen reportero LacZ. Además, estas células ES proceden del tipo celular 
JM8A3.N1, una estirpe de ratón C57BL/6N que ha sido modificada para corregir la 
mutación negra en el alelo Agouti, de manera que el color del pelaje de sus ratones 
será agouti (marrón), permitiendo la visualización de las posibles quimeras en 
fondos genéticos de ratones C57BL/6J negros. 
 
Figura 22- Inserción de las células ES modificadas en el gen Cyba. Mapa de 
la inserción introducida en el gen Cyba para truncar la producción de p22phox, 
proporcionado por EUCOMM. 
 
Crecimos las células ES siguiendo el protocolo recomendado por 
EUCOMM, y las microinyectamos en blastocistos de hembras C57BL/6J (10-14 
células por blasto), que posteriormente implantamos en hembras pseudopreñadas. 
Elegimos al fundador (F0) entre múltiples quimeras en base a su género 
(masculino, ya que las células ES son XY) y su porcentaje de quimerismo (80-90% 
de pelaje agouti), lo que se corresponde con un mayor porcentaje de tejidos 
procedentes de las células ES modificadas. Cruzamos al fundador con ratones 
albinos B6(Cg)-Tyrc-2J/J para corroborar la transmisión de la línea germinal por el 
color del pelaje y el genotipo de la descendencia (F1). Finalmente, para 
homogeneizar el fondo genético y mantener un genotipo estable, retrocruzamos a 
los mutantes heterocigotos F1 de nuevo con la cepa C57BL/6J. 
Aunque la subcepa de procedencia de las células ES (C57BL/6N) es muy 
próxima a la subcepa C57BL/6J que hemos utilizado como fondo de referencia para 
la generación del modelo, y como cepa de ratones silvestres control, posee 
pequeñas diferencias genéticas respecto a ésta 244, que pueden dar lugar a 
diferencias fenotípicas en determinadas condiciones 245–249. Por ello, cuando 
tuvimos la oportunidad decidimos generar el modelo deficiente para el gen Cyba 
mediante CRISPR/Cas9 en un fondo genético C57BL/6J puro. 
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Generación del modelo CR Cyba : 
Generamos este modelo mediante el sistema CRISPR/Cas9, el cual induce 
mutaciones tipo INDEL (inserción/deleción) que provocan cambios en la fase de 
lectura de los genes con la aparición de codones STOP prematuros. 
Con la herramienta online del Centro Nacional de Biotecnología (CNB)-
CSIC (http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/breakingcas/) diseñamos una guía para la 
nucleasa Cas9 (sgRNA) que la dirige al exón 1 del gen Cyba (Fig. 23-A). Para la 
síntesis in vitro de la guía generamos dos oligonucleótidos cuyas secuencias fueron: 
 
Sentido 5´- caccgAGACGCCAGCGCCTGTTCGT - 3´ 
Antisentido 5´- aaacACGAACAGGCGCTGGCGTCTc - 3´ 
 
Anillamos y clonamos los oligonucleótidos en el vector pX458 (plásmido 
de Addgene #48138), que también contiene la secuencia que codifica Cas9. 
Amplificamos mediante PCR del vector la secuencia del sgRNA de Cyba junto a la 
ORF de la nucleasa Cas9, con cebadores que además poseen una cola de 
nucleótidos correspondiente al promotor de la ARN polimerasa T7 en su extremo 
5´. Purificamos el producto de la PCR por columna, y lo usamos como molde para 
la transcripción in vitro de la ARN polimerasa T7 (MEGAshortscript T7 Transcription 
Kit, ThermoFisher Scientific). Añadimos al ARNm de Cas9 generado la señal de 
caperuza en 5´ (mMESSAGE mMACHINE T7 Transcription Kit, ThermoFisher 
Scientific) y una cola poli-A en 3´ (Poly(A) Tailing Kit, ThermoFisher Scientific). 
Purificamos los productos de transcripción con el kit RNeasy Mini Kit (Quiagen) y 
los eluímos en tampón de microinyección libre de nucleasas EmbryoMax 
(Millipore). 
Microinyectamos tanto el sgRNA como el ARNm Cas9 sintetizados en 
zigotos de ratón C57BL/6J, a una concentración de 20 ng/μL, para posteriormente 
implantarlos en hembras pseudopreñadas. Elegimos al fundador (F0) entre los 
múltiples animales mutantes estudiando el tipo de mutación originada mediante 
secuenciación Sanger. De entre todos elegimos un macho con una mutación de 
cambio de marco de lectura por una INDEL de +111/-5 pb, fácilmente detectable 
por PCR, y que genera 3 codones STOP en la secuencia (Fig. 23-B). Retrocruzamos 
al fundador con la cepa C57BL/6J para eliminar las posibles modificaciones 
inespecíficas en otras zonas del genoma y generar homocigotos puros. 





Figura 23- Esquema de la inserción del modelo CR Cyba . A) Zona de 
hibridación de la guía sgRNA (naranja) para la nucleasa Cas9 diseñada frente 
al exón 1 del gen Cyba (verde). B) Mapa de la inserción/deleción (azul) 
generada en el gen Cyba para truncar la producción de p22phox. Las flechas 
señalan los codones STOP originados tras el cambio de marco de lectura. 
 
Mantuvimos a todos los animales con una dieta estándar y bajo condiciones 
específicas libres de patógenos. Para los experimentos utilizamos como controles 
animales del mismo género y edad similar (diferencia máxima de 3 semanas). 
Todos los procedimientos que utilizamos durante este estudio se llevaron a cabo 
de acuerdo con la legislación vigente (Real Decreto 53/2013 de 1 de febrero, y Orden 
ECC/566/2015 de 20 de marzo), fueron aprobados previamente por el Comité de 
Bioética de la Universidad de Salamanca (018Nº201400031244), y autorizados por 
la Consejería de Agricultura y Ganadería de la Junta de Castilla y León. 
 
MyM.2.B - Obtención de muestras de los ratones 
Células de sangre periférica: 
Obtuvimos las muestras sanguíneas mediante inmovilización y punción de 
la vena submandibular de los ratones, recogiendo las gotas de sangre en tubos 
recubiertos con EDTA para evitar su coagulación (excepto para los experimentos 
de medida de la concentración de inmunoglobulinas en suero). 
 
 
 MATERIALES Y MÉTODOS 
75 
 
Células de bazo: 
Tras el sacrificio del animal, extrajimos el órgano del ratón y realizamos 
múltiples cortes sobre un portaobjetos esmerilado, para después homogeneizarlo 
mediante fricción con la ayuda de otro portaobjetos. Posteriormente recogimos las 
células mediante lavado de los portaobjetos con PBS sobre placas de cultivo, y 
pasamos la solución de lavado a través de tamices de 70 μm de poro para eliminar 
los agregados celulares. Finalmente, centrifugamos la suspensión (300 xg, 10 
minutos) para eliminar el sobrenadante. 
 
Células de médula ósea: 
Tras el sacrificio del animal, extrajimos las tibias, fémures y caderas de los 
ratones, cortamos las epífisis de los huesos con un bisturí, y extrajimos la médula 
ósea mediante inyección de PBS a través de los huesos con agujas de 25G, 
recogiendo la suspensión celular en placas de cultivo. Se puede ver que la 
extracción es correcta porque la médula interior del hueso pierde su coloración 
rojiza. Finalmente, pasamos la suspensión celular a través de tamices de 70 μm de 
poro para eliminar los agregados celulares, y la centrifugamos (300 xg, 10 minutos) 
para eliminar el sobrenadante. 
 
En la mayoría de experimentos utilizamos muestras en las que hemos 
eliminado las células no nucleadas mediante una solución de lisis de la serie roja. 
Para ello, resuspendimos el sedimento celular, o la propia sangre periférica, en 10 
mL de la solución de lisis y lo incubamos durante 20 minutos en hielo. 
Posteriormente, centrifugamos la suspensión (300 xg, 10 minutos) para eliminar la 
solución de lisis, lavamos el sedimento celular con PBS, y centrifugamos de nuevo, 
dejando las muestras preparadas para su utilización. 
 
Células linaje negativas (Lin¯): 
Para la obtención de las células Lin¯ partimos de las muestras de médula 
ósea ya procesadas y lisadas para la serie roja. Realizamos la purificación mediante 
un kit de columnas magnéticas (Lineage Cell Depletion Kit), siguiendo las 
instrucciones del fabricante. En resumen, el kit se basa en el uso de una mezcla de 
anticuerpos de células maduras (CD5, CD11b, CD45R (B220), Anti-7-4, Anti-Gr-1 
(Ly6G/C), y Anti-Ter-119) conjugados con biotina, que marcan cualquier célula 




madura de la muestra de médula ósea, y posteriormente la biotina es marcada con 
estreptavidina unida a pequeñas esferas metálicas. De esta manera, al pasar la 
muestra tratada a través de una columna magnética todas las células maduras que 
están marcadas son atraídas y quedan retenidas, dejando salir de la columna 
únicamente a las células inmaduras que no se encuentran unidas a ningún 
anticuerpo (Lin¯). 
 
MyM.2.C - Extracción de ARN 
De forma general, para la extracción del ARN total de las células 
empleamos el reactivo TRI Reagent, siguiendo las instrucciones de la casa 
comercial. En resumen, resuspendimos e incubamos las células en 1 mL de reactivo 
para degradar todas las membranas celulares y liberar los ácidos nucleicos. Tras 
esto añadimos cloroformo, agitamos fuertemente y centrifugamos las muestras, 
solubilizando el ARN en la fase acuosa superior, que separamos a un tubo limpio. 
Añadimos isopropanol e incubamos en hielo para precipitar el ARN, y 
centrifugamos para retirar el sobrenadante. Posteriormente lavamos el precipitado 
con etanol al 75%, para eliminar impurezas, y centrifugamos de nuevo para retirar 
el sobrenadante y dejar secar el precipitado a temperatura ambiente. Finalmente, 
resuspendimos el precipitado de ARN en tampón TE. Almacenamos las muestras 
a -80ºC hasta su utilización. 
En el caso de las muestras de ARN para la realización del análisis 
transcriptómico, realizamos la extracción mediante un kit comercial (RNASpin 
Mini Kit), siguiendo las instrucciones del fabricante. En resumen, lisamos las 
-mercaptoetanol, agitando bien en 
vortex para liberar los ácidos nucleicos, y añadimos etanol al 70% al 
homogeneizado para precipitarlos. Pasamos la muestra a una de las columnas de 
purificación del kit, donde eliminamos el sobrenadante por centrifugación, 
desalamos la membrana con la solución MDB, y digerimos el ADN que haya 
quedado retenido con la ADNasa proporcionada. Lavamos varias veces por 
centrifugación con las soluciones de lavado RA2 y RA3 del kit, y finalmente 
diluimos el ARN en agua libre de ARNasas. Almacenamos las muestras a -80ºC 
hasta su utilización. 
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MyM.2.D - Síntesis del ADN copia (retrotranscripción) 
Para la retrotranscripción del ARN mensajero en ADNc mezclamos: 
 2 a 5 μg del ARN a transcribir 
 2 μL de oligo-dT (dirigido a la cola poli-A del ARNm) 
 Llevamos hasta 11 μL con agua ultrapura. 
Incubamos la mezcla a 65ºC durante 5 minutos y dejamos enfriar, para el 
anillamiento del oligo-dT. Después añadimos a cada muestra: 
 4 μL del tampón de reacción de la SuperScript II 
 2 μL de DTT (ditiotreitol, reductor proporcionado con la enzima) 
 1,5 μL de dNTPs 10 mM 
 0,5 μL de inhibidor RNase OUT 
Incubamos la mezcla a 42ºC durante 5 minutos para que actúe el inhibidor 
de ribonucleasas, y finalmente añadimos 1 μL de enzima SuperScript II (volumen 
de reacción final 20 μL). Dejamos transcurrir la reacción durante 50 minutos a 42ºC, 
y finalmente paramos la reacción calentando la mezcla a 70ºC durante otros 10 
minutos. 
 
MyM.2.E - PCR a Tiempo Real o cuantitativa (qPCR) 
De forma general, realizamos las reacciones de qPCR en un volumen final 
de 10 μL, donde se incluían: 
 2 μL del ADNc de la muestra a analizar 
 0,1 μL de oligos (sentido y antisentido) del gen a analizar, a 10 mM 
 0,1 μL de ROX reference Dye (proporcionado con la enzima) 
 5 μL de GoTaq qPCR Master Mix (contiene la enzima, los dNTPs, el 
tampón de reacción y el SYBR) 
Llevamos a cabo las reacciones en el termociclador StepOne RealTime PCR 
System, utilizando de forma normal un protocolo de 44 ciclos de temperatura de 
dos etapas, desnaturalización a 95ºC durante 15 segundos y anillamiento de 
oligonucleótidos (temperatura en torno a 56-60ºC, según la pareja utilizada) 
durante 30 segundos. Como paso final de cada reacción programamos un aumento 
de temperatura y medida de la fluorescencia progresivos desde la temperatura de 
anillamiento hasta la de desnaturalización, para conocer la temperatura de melting 
de los productos amplificados y comprobar si la reacción había sido específica. 




Además, para cada grupo de reacciones siempre pusimos una reacción de control 
negativo en paralelo. 
Realizamos el análisis de la expresión relativa de ARNm mediante el 
método comparativo de Ct (threshold cycle, o ciclo umbral) (2- -
actina como control endógeno entre diferentes muestras. 
Los oligonucleótidos utilizados fueron: 
Gen Dirección Secuencia Amplicón 
Actb Sentido CAGCCTTCCTTCTTGGGTAT 
100 pb 
Actb Antisentido TGGCATAGAGGTCTTTACGG 
Nox1 Sentido CCACTGGCTCTCAGTTTTGT 
122 pb 
Nox1 Antisentido TCCCAAGAATTTCTCTCGTG 
Cybb Sentido ATGCAGGAAAGGAACAATGC 
90 pb 
Cybb Antisentido GTGCACAGCAAAGTGATTGG 
Nox3 Sentido GGTCCTGTGGTCTTGTATGC 
142 pb 
Nox3 Antisentido CAGGTGCCATCTTGAAGTCT 
Nox4 Sentido TGGGCCTAGGATTGTGTTTA 
127 pb 
Nox4 Antisentido CTGCTAGGGACCTTCTGTGA 
Duox1 Sentido CATCATGGGGTTCCACTTAG 
131 pb 
Duox1 Antisentido TGTGCTCCATGAGGTTGTTA 
Duox2 Sentido CTCCAAGGACGAGTTCTTCA 
106 pb 
Duox2 Antisentido CTCCCGGAACATAGACTCAA 
Itgam Sentido CCCATCTTTCCTGCTAATTCTGA 
198 pb 
Itgam Antisentido ACTCTCATCACTGGTGACAATC 
Ccr1 Sentido CTCTGGAAACACAGACTCACT 
164 pb 
Ccr1 Antisentido AGCAGTCTTTTGGCATGGAG 
Lrg1 Sentido GCATCAAGGAAGCCTCCAG 
199 pb 
Lrg1 Antisentido GGAGAATTCCACCGACAGATG 
Lilrb4 Sentido CTCAGAAACCAAGGACCAGT 
217 pb 
Lilrb4 Antisentido TGGGTTCCAACTGTTCAGC 
Pirb Sentido TCACAGTCTCAGGACCCATC 
114 pb 
Pirb Antisentido GGATGAAGGCCACAGACAC 
Stat5a Sentido AGCACCTTCAGATCAACCAA 
290 pb 
Stat5a Antisentido GGTCTTCTGGTGCTTCTCAG 
Stat5b Sentido TACAACAGCATGTCCGTGTC 
126 pb 
Stat5b Antisentido CCAGTGAGGCTTGAGATGTT 
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MyM.2.F - Extracción de ADN genómico 
La extracción de ADN genómico la realizamos a partir de un trozo de cola 
de 2 mm de ratones con 4 semanas de vida. 
Digerimos las colas con 500 μL de tampón de lisis con proteinasa K fresco 
a 55ºC durante toda la noche. Después, centrifugamos 20 minutos a máxima 
velocidad para decantar los restos, y pasamos el sobrenadante a pocillos de una 
placa P-24. Añadimos 750 L de isopropanol para precipitar el ADN, y lo dejamos 
incubar durante unos 40 minutos en un balancín, hasta que el ADN fue visible. 
Pasamos el ADN precipitado con cuidado a un nuevo tubo con 500 μL de etanol al 
70%, para limpiar impurezas, y centrifugamos 10 minutos a máxima velocidad. 
Eliminamos el sobrenadante y dejamos secar el precipitado de ADN, que 
finalmente incubamos en 200 μL de TE a 55ºC durante toda la noche para 
resuspenderlo. 
 
MyM.2.G - PCR convencional 
Genotipado ratones ES Cyba : 
Para la comprobación del genotipo de los ratones ES Cyba  realizamos 
reacciones de PCR convencional en un volumen final de 15 μL, donde se incluían: 
 1 μL del ADN genómico (a una concentración aproximada de 30 
ng/μL) 
 1,5 μL del tampón de la DNA polimerasa 
 0,6 μL de dNTPs a 10 mM 
 0,3 μL de cada oligonucleótido a 10 mM 
 0,6 μL de la enzima DNA polimerasa 
Llevamos a cabo las reacciones en el termociclador Mastercycler 
EPgradient, utilizando un protocolo de 38 ciclos de temperatura de tres etapas, 
desnaturalización a 95ºC durante 1 minuto, anillamiento de oligonucleótidos a 
58ºC durante 1 minuto, y extensión de la polimerasa a 72ºC durante 45 segundos. 
Para cada grupo de reacciones pusimos en paralelo un control positivo de ADN de 
ratón silvestre y otro de ADN de las células ES utilizadas para la generación de la 
cepa ES Cyba , que poseen un alelo modificado y por tanto deben generar ambas 
bandas de amplificación. 




Oligonucleótidos de comprobación del modelo ES Cyba  por PCR: 
Gen Dirección Secuencia Amplicón 
Cyba Sentido AGGAGGAGGGTGGTCCATGCCTGC 
620 pb 
Cyba Antisentido CCACCATAGCTGTCCAGTGCTACA 
Inserción Antisentido CACAACGGGTTCTTCTGTTAGTCC 514 pb 
 
 
Figura 24- Esquema de las PCRs realizadas para la comprobación génica del 
modelo ES Cyba . Con la pareja de oligonucleótidos silvestre (Cyba sentido 
-flecha naranja- y Cyba antisentido -flecha azul-), el gen silvestre da lugar a 
un amplicón de 620 pb, mientras que el gen mutado no da lugar a ningún 
producto, ya que el tamaño de la inserción (>7 kb) impide que se pueda 
amplificar en el tiempo de reacción establecido. En cambio, con la pareja de 
oligonucleótidos dirigidos a la mutación (Cyba sentido -flecha naranja- e 
Inserción antisentido -flecha verde-), el gen silvestre no posee ningún tipo de 
amplificación, puesto que el oligonucleótido de la inserción no encuentra 
donde hibridarse, mientras que el gen mutado genera un amplicón de 514 pb. 
 
 
Genotipado ratones CR Cyba : 
La comprobación del genotipo de los ratones CR Cyba  fue llevada a cabo 
por el Servicio de Transgénesis, donde también se realizó mediante PCR 
convencional. Las condiciones de reacción fueron muy similares, con un protocolo 
de 35 ciclos de temperatura también en tres etapas: desnaturalización a 94ºC 
durante 30 segundos, anillamiento de oligonucleótidos a 60ºC durante 30 
segundos, y extensión de la polimerasa a 72ºC durante 30 segundos. 
 










Cyba Sentido CAAGGCTCAAAGGGAAGGTG 
700 pb 806 pb 
Cyba Antisentido GAGGATCCGCGCTTTGAGGT 
 
  
Figura 25- Esquema de las PCRs realizadas para la comprobación génica del 
modelo CR Cyba . La amplificación con los oligonucleótidos diseñados 
(flechas naranjas) genera un amplicón de 700 pb en el gen silvestre, mientras 
que, debido a la inserción/deleción, el tamaño del producto amplificado en el 
gen mutado aumenta hasta 806 pb. 
MyM.2.H - Electroforesis en gel de agarosa 
Realizamos esta técnica para comprobar los productos amplificados 
durante las reacciones de PCR. Preparamos los geles realizando una disolución de 
agarosa al 2% en tampón TAE, calentándola en un microondas. Una vez disuelta 
la agarosa, y después de dejarla atemperar, añadimos 3 μL de bromuro de etidio 
(10 mg/mL) ó 2 μL de RedSafe por cada 50 mL de solución y lo vertimos sobre el 
molde, dejándolo solidificar a temperatura ambiente. Colocamos el gel en su 
posición sobre la cubeta de electroforesis y cargamos las muestras, previamente 
mezcladas con tampón de carga, además de un marcador de tamaño en uno de los 
pocillos. Finalmente, corrimos la electroforesis a 90 V, usando también TAE como 
tampón de electroforesis, y detectamos el desplazamiento de las bandas en el 
documentador de geles (Gel Doc XR System). 




MyM.2.I - Southern blot 
La técnica se basa en cortar todo el ADN de las muestras en fragmentos con 
una enzima de restricción que también posea una secuencia de corte dentro de la 
inserción que trunca la formación de la proteína. De esta forma, el aumento de 
tamaño del inserto y la zona adicional de corte van a provocar la creación de un 
fragmento de diferente tamaño entre la secuencia silvestre y la secuencia mutada 
(Fig. 26). Mediante electroforesis se separan las bandas por su tamaño, y finalmente 
se hibrida una sonda radiactiva diseñada específicamente para una región de ese 
fragmento (que no se encuentre dentro de los brazos de recombinación de la 
inserción) para detectar su presencia y correcta localización. 
 
Figura 26- Esquema del diseño de southern blot realizado para la 
comprobación génica del modelo ES Cyba . Las flechas naranjas indican los 
puntos de corte de la enzima de restricción Bgl II, de manera que en el gen 
silvestre se forma un fragmento de 8073 pb que contiene los exones 2 a 6 del 
gen Cyba. En cambio, en el gen mutado, además del aumento de tamaño por 
la inserción, existe una zona de corte adicional en ésta, de manera que el 
fragmento generado que contiene a los exones 2 a 6 del gen Cyba posee 12874 
pb. Para la identificación de estos fragmentos, y de la correcta introducción 
de la inserción, diseñamos una sonda radiactiva (SR) que se uniera en la parte 
más alejada de la zona de inserción, fuera del alcance de sus brazos de 
recombinación. 
 
Digestión del ADN genómico:
En nuestro caso la enzima de restricción elegida fue Bgl II, la cual genera 
un fragmento de 8073 pb en la secuencia silvestre, mientras que en la secuencia con 
la inserción el fragmento es de 12874 pb. Digerimos 20 μg de ADN genómico con 
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1,8 μL de enzima Bgl II, en un volumen de reacción final de 100 μL, incubando la 
reacción a 37ºC durante toda la noche. 
 
Purificación del ADN mediante fenol-cloroformo: 
Añadimos 100 μL de fenol-cloroformo al producto de la digestión, 
agitamos fuerte y centrifugamos a máxima velocidad durante 2 minutos. 
Recuperamos la fase acuosa superior y repetimos el proceso con otros 100 μL de 
fenol-cloroformo. Tras pasar la fase acuosa a un tubo limpio, añadimos 250 μL de 
etanol, 10 μL de acetato sódico 3M y 1 μL de glucógeno (para ver el precipitado al 
final del proceso). Agitamos la mezcla y la incubamos a -20ºC durante 3 horas para 
que precipitara el ADN. 
Una vez precipitado, centrifugamos 15 minutos a 4ºC y máxima velocidad, 
retiramos el sobrenadante y lavamos el precipitado de ADN con etanol al 75%. 
Centrifugamos de nuevo 10 minutos a 4ºC, eliminamos el sobrenadante y dejamos 
secar el tubo para evaporar el etanol. Por último, resuspendimos el ADN en 28 μL 
de TE. 
 
Electroforesis en gel de agarosa: 
Preparamos un gel de agarosa al 0,8% con bromuro de etidio y cargamos 
14 μL de las muestras de ADN purificado. Corrimos la electroforesis a 120-150 V 
durante 3 horas, y realizamos una foto del gel en el documentador de geles con una 
regla fluorescente en el lateral, para tener la referencia de la altura a la que salen 
las diferentes bandas del marcador de tamaño. 
 
Transferencia a la membrana de Nylon: 
Tras la electroforesis incubamos los geles en una bandeja con solución de 
desnaturalización (NaCl 1,5 M; NaOH 0,5 M) durante una hora en el balancín. A 
continuación, realizamos una transferencia por capilaridad: situamos el gel sobre 
un soporte que poseía papel de filtro en contacto con la solución de 
desnaturalización, colocamos una membrana de Nylon (previamente humedecida 
en agua) sobre el gel, encima varios trozos más de papel de filtro, y finalmente una 
torre de papel absorbente, el cual hacía ascender la solución a través del gel 
transfiriendo el ADN desnaturalizado hacia la membrana de Nylon. Mantuvimos 




el sistema tapado para que no se evaporase la solución de desnaturalización, y lo 
dejamos transfiriendo durante 14 horas. 
Al terminar, antes de separar el gel y la membrana de Nylon, marcamos 
sobre ésta con un lápiz la situación de los pocillos del gel. Lavamos la membrana 
5 minutos en SSC y la dejamos secar a temperatura ambiente. Finalmente, 
expusimos la membrana a luz UV por la zona de transferencia en un Stratalinker 
UV Crosslinker, para unir el ADN de forma covalente. 
 
Generación de la sonda de hibridación: 
Para la generación de la sonda primero necesitamos ADN como molde para 
la secuencia, el cual obtuvimos mediante PCR convencional. Diseñamos 
oligonucleótidos específicos para una zona del gen dentro del fragmento previsto, 





Utilizamos las mismas condiciones de reacción que anteriormente, 
escalando los volúmenes de reacción para 100 μL finales, y usamos como molde 
400 ng de ADN de las células ES con las que originamos la cepa de ratón. Una vez 
amplificado, purificamos el ADN mediante un kit de purificación de PCR por 
columnas (GeneJet PCR Purification Kit). 
Para la generación de la sonda preparamos una reacción con un volumen 
final de 20 μL, que contenía: 
 40 ng de ADN molde purificado  
 2 μL de tampón de la enzima  
 2 μL de hexámeros 
 3 μL de mezcla de dNTPs sin CTP  
 5 μL de CTP marcada radiactivamente con 32P  
 1 μL de fragmento Klenow de la ADN polimerasa I 
Incubamos la reacción durante 30 minutos a 37ºC, y purificamos el 
producto obtenido mediante filtración por columnas de Sephadex G-50. 
 MATERIALES Y MÉTODOS 
85 
 
Finalmente, desnaturalizamos la sonda a 100ºC y la introducimos en un 
tubo de hibridación junto con 4 mL de tampón de Church & Gilbert y ADN de 
esperma de salmón (100 μg/mL) previamente desnaturalizado. 
 
Hibridación de la sonda: 
Antes de la hibridación, mantuvimos la membrana durante 1 hora a 65ºC 
en el un tubo de hibridación con 5 mL de tampón de Church & Gilbert y ADN de 
esperma de salmón desnaturalizado (100 μg/mL), para bloquearla. *Durante esta 
hora aprovechamos para realizar la reacción final de generación de la sonda radiactiva. 
Una vez todo preparado, retiramos el tampón usado para el bloqueo de la 
membrana y añadimos los 4 mL de tampón Church & Gilbert y ADN de esperma 
de salmón con la sonda de hibridación desnaturalizada, incubando la hibridación 
a 65ºC durante toda la noche. 
 
Detección: 
Una vez terminada la hibridación lavamos la membrana durante 30 
minutos con una solución de SDS 0,1% p/v y SSC 0,1% v/v a 65ºC, 3 veces. Dejamos 
que se secara un poco y la colocamos en un cassette con una pantalla especial para 
detección de 32P, exponiéndola durante 24 y 48 horas, tras lo cual revelamos la 
pantalla. 
 
MyM.2.J - Obtención de extractos celulares proteicos, y valoración 
Resuspendimos las muestras celulares en tampón de lisis MLB con un 
cóctel inhibidor de proteasas, e incubamos en hielo durante 20 minutos para 
permitir la ruptura y solubilización de las membranas celulares. Centrifugamos los 
extractos durante 15 minutos a 17.000 xg y 4ºC, y separamos el sobrenadante para 
su uso posterior. 
Valoramos la concentración de proteínas totales según el método de 









MyM.2.K - Análisis de las vías de señalización mediante western blot 
Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS: 
Para la separación de las proteínas utilizamos la técnica de electroforesis 
desnaturalizante en condiciones reductoras (SDS-PAGE). Primero incubamos los 
extractos a 100ºC durante 5 minutos en tampón de carga para proteínas 
(proporción 1:1), y realizamos geles de poliacrilamida al 8-12%, según el tamaño 
de las proteínas a separar. En cada carril del gel cargamos una muestra, 
depositando un volumen variable correspondiente a 50 μg de proteínas totales. 
Corrimos las electroforesis en un tampón de electroforesis para WB, a temperatura 
ambiente y aplicando un voltaje constante de 125 V. 
 
Transferencia de las proteínas a una membrana de difluoruro de 
polivinilideno (PVDF): 
Tras la electroforesis, transferimos las proteínas a una membrana de PVDF, 
previamente activada con metanol, por medio de un sistema de transferencia 
húmedo, empleando un tampón de transferencia para WB y aplicando un amperaje 
constante de 400 mA a 4ºC durante 4 horas. Comprobamos que la transferencia se 
había realizado correctamente mediante la tinción de la membrana con rojo 
Ponceau. 
 
Hibridación de los anticuerpos: 
Antes de la hibridación con los anticuerpos, bloqueamos la membrana 
mediante inmersión en TBS-Tween con BSA al 2% (en el caso de analizar proteínas 
fosforiladas) o leche desnatada al 5% (para niveles de proteína totales) durante 1 
hora, a temperatura ambiente y con agitación constante. Entonces incubamos la 
membrana con el anticuerpo primario convenientemente diluido (ver anticuerpos 
WB MyM.1.D) a 4ºC y agitación constante durante toda la noche. Tras hibridar el 
anticuerpo primario, lavamos la membrana con TBS-Tween (3 períodos de 10 
minutos) e incubamos con el anticuerpo secundario correspondiente, 
convenientemente diluido (ver anticuerpos WB MyM.1.D), a temperatura 
ambiente y agitación constante durante 1 hora (y si es un secundario fluorescente 
también en oscuridad). Por último, lavamos de nuevo la membrana 3 veces con 
TBS-Tween. 
 




La detección de la señal depende del tipo de anticuerpo secundario 
utilizado. Para los anticuerpos secundarios conjugados con HRP incubamos la 
membrana con las soluciones del kit comercial Pierce ECL Plus WB Substrate, 
siguiendo las instrucciones de la casa comercial, que activan la HRP y generan 
quimioluminiscencia. Realizamos varias exposiciones de películas de detección a 
las membranas en cassettes, con tiempos variables entre 10 segundos y 2 minutos, 
revelándolas posteriormente en una máquina de revelado (Medical X-ray 
Processor). 
Para los anticuerpos secundarios fluorescentes analizamos las membranas 
directamente en uno de los sistemas de detección por fluorimetría (Oddysey 
System o ChemiDoc MP). 
 
Cuantificación: 
Los resultados de las películas obtenidas por western blot a través de 
anticuerpos secundarios conjugados con HRP los cuantificamos mediante 
densitometría, haciendo pasar un haz de luz de longitud de onda de 580 nm sobre 
las bandas presentes, de manera que registramos la intensidad de señal de cada 
banda. 
Los resultados de western blot obtenidos a través de anticuerpos 
secundarios fluorescentes los cuantificamos mediante el software de análisis de 
imagen ImageStudio Lite 5.2 (LI-COR). 
 
MyM.2.L - Análisis morfológico de los bazos 
Para el análisis morfológico del bazo de los ratones ES Cyba  frente al de 
ratones silvestres, incubamos el órgano en una solución de fijación compuesta por 
PBS y paraformaldehído al 4%, a 4ºC durante 24 horas. Al día siguiente cambiamos 
la solución por PBS limpio, y entregamos los bazos fijados al Servicio de Patología 
Molecular Comparada del Centro de Investigación del Cáncer de Salamanca, que 
se encargaron del corte histológico y de su tinción mediante hematoxilina-eosina. 
La hematoxilina es un colorante de carácter básico, por lo que tiene 
preferencia por estructuras ácidas como el núcleo celular, a las que proporciona 




una tonalidad azul-púrpura. En cambio, la eosina es un colorante de carácter ácido 
con afinidad por estructuras básicas, como el citoplasma o el colágeno, a las que 
dota de una coloración rosada. 
 
MyM.2.M - Citometría de flujo 
Marcaje de poblaciones celulares: 
Por norma general, para cualquier experimento de citometría utilizamos 
muestras de células lisadas para la serie roja y lavadas con PBS. Resuspendemos 
las células en 100 μL de PBS y las incubamos con FcR Blocking Reagent a 
temperatura ambiente y en oscuridad durante 10 minutos, que actúa como solución 
de bloqueo para evitar la aparición de uniones inespecíficas de los anticuerpos. 
Este paso de bloqueo no se utilizó en el caso de los marcajes de poblaciones HSPCs 
debido a su interferencia con el marcador CD16/32. Tras esto, añadimos los 
anticuerpos específicos e incubamos el marcaje a temperatura ambiente y en 
oscuridad durante 15 minutos. Finalmente, lavamos de nuevo las células con PBS 
para eliminar los restos de anticuerpos y adquirimos las muestras en el citómetro. 
Los marcajes poblacionales utilizados fueron los siguientes: 
Población celular Combinación de anticuerpos 
Eritroblastos Anti-Ter119+ 
Granulocitos CD11b+ y Anti-Gr1+ 
Monocitos/macrófagos CD11b+ y Anti-Gr1¯ 
Células T CD3+ 
Células B CD19+ y/o Anti-B220+ 
HSCs Lin¯ Sca-1+ y c-Kit+ (denominada LSK) 
LT-HSCs LSK, CD34¯ y Flt3¯ 
ST-HSCs LSK, CD34+ y Flt3¯ 
MPPs LSK, CD34+ y Flt3+ 
HPCs Lin¯ Sca-1¯ y c-Kit+ (denominada LK) 
MEPs LK, CD34¯, CD16/32¯ 
GMPs LK, CD34+, CD16/32+ 
CMPs LK, CD34+, CD16/32¯ 
CLPs Lin¯ Sca-1low, c-Kitlow, IL- + 
 




Figura 27- Ejemplo de marcaje para el análisis de las poblaciones de células 
Lin¯. Imagen representativa de un experimento de citometría de flujo en la 
que se muestran los anticuerpos utilizados y las regiones seleccionadas para 
la separación de las poblaciones celulares inmaduras en un ratón silvestre y 
un ratón de la cepa CR Cyba . 
 
Niveles de ROS intracelulares: 
Realizamos medidas de los niveles celulares de ROS sobre muestras de 
sangre periférica, recogidas como hemos comentado anteriormente, y lisadas para 
la serie roja. Tras el marcaje de la población de granulocitos con anticuerpos 
fluorescentes, como se ha explicado previamente, incubamos las muestras con 
diacetato de 2,7-dihidrodiclorofluoresceína (DCFDA) 10 μM a 37ºC y en oscuridad 
durante 30 minutos. Este compuesto penetra en las células y es degradado por las 
esterasas del citoplasma, liberando 2,7-dihidrodiclorofluoresceína que ya no es 
capaz de difundir a través de las membranas, y que tras ser oxidado por las ROS a 
diclorofluoresceína (DCF) emite fluorescencia. Lavamos las células con PBS y las 
adquirimos en el citómetro. 
Las muestras que tratamos con PMA 2 μM para activar la actividad 
NADPH oxidásica las incubamos con este compuesto a la vez que la propia 
DCFDA, a 37ºC y oscuridad durante 30 minutos. Y las muestras en las que 
utilizamos el inhibidor DPI 1 μM para confirmar el efecto de la ausencia de 
actividad NADPH oxidásica las incubamos con este compuesto a 37ºC y en 




oscuridad durante 5 minutos, previamente a su estimulación con PMA y el marcaje 
con DCFDA. 
 
Proliferación celular in vivo mediante BrdU: 
El análisis de la proliferación celular in vivo se llevó a cabo mediante un kit 
de análisis con bromodesoxiuridina (BrdU). Este compuesto es un análogo de la 
timidina que se incorpora durante la síntesis del ADN en células que se activan y 
entran en ciclo celular y, por tanto, detecta qué células han entrado en proliferación 
durante el periodo de incubación con el compuesto. 
Inyectamos a los ratones 100 mg/kg de la solución de BrdU vía 
intraperitoneal, y los dejamos de forma normal en sus jaulas durante un periodo 
de incubación de 14 horas. Pasado ese tiempo, extrajimos la médula ósea, lisamos 
la serie roja y marcamos las poblaciones celulares inmaduras de forma habitual. 
Una vez lavadas, fijamos y permeabilizamos las células mediante los reactivos 
presentes en el kit, siguiendo las instrucciones del fabricante. Esto es necesario para 
que el anticuerpo que marca el BrdU pueda llegar hasta él en el núcleo celular. Tras 
la fijación, incubamos las muestras a 37ºC con ADNasa durante 1 hora, para 
exponer el BrdU. Lavamos con la solución de lavado del kit, y finalmente 
marcamos las células con el anticuerpo anti-BrdU a temperatura ambiente y en 
oscuridad durante 20 minutos. Tras un último lavado del anticuerpo, adquirimos 
las células en el citómetro. 
 
Viabilidad celular: 
Comprobamos la viabilidad celular de las células de médula ósea tratadas 
con DPI mediante el kit PE Annexin V Apoptosis Detection Kit with 7-AAD, siguiendo 
las instrucciones del fabricante. La técnica se basa en la unión de la anexina V a 
residuos de fosfatidilserina, que solo se encuentran en la parte externa de la 
membrana en condiciones de apoptosis celular; y la unión del 7-AAD al ADN, que 
solo se produce si la estructura de la membrana está muy comprometida, ya que el 
7-AAD no es capaz de solubilizar a través de éstas. En resumen, suspendimos las 
células en el tampón específico del kit, añadimos el anticuerpo y el 7-AAD, e 
incubamos a temperatura ambiente y en oscuridad durante 20 minutos. Diluimos 
las células con más tampón para parar la reacción, y las adquirimos en el citómetro 
directamente, sin lavar con PBS. 
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MyM.2.N - Niveles de ROS extracelulares 
En cuanto a la medida de ROS extracelulares, utilizamos también muestras 
de sangre periférica lisadas para la serie roja, en este caso sin marcar ninguna 
población celular. Suspendimos 200.000 células en 200 μL de tampón de 
quimioluminiscencia por cada pocillo de reacción, y las plaqueamos en placas P-
96 especiales para la medida por luminometría. Añadimos luminol 100 μM a cada 
pocillo para la detección de las ROS, DPI 1 μM en los pocillos correspondientes 
como control, e introducimos la placa en un Varioskan Flash. El protocolo de 
actuación programado constó de los siguientes pasos: 
 Incubación a 37ºC y detección de los niveles basales de ROS cada 
20 segundos, durante 5 minutos. 
 Extracción de la placa para añadir PMA 2 μM a los pocillos. 
 Introducción nuevamente de la placa, agitación, e incubación a 




MyM.2.O - Ensayos de formación de colonias 
Llevamos a cabo estos experimentos en alícuotas de un medio básico de 
metilcelulosa (MethoCult #M3234) al cual añadimos las citoquinas correspondientes 
para los diferentes tipos de linajes a evaluar, según los volúmenes aconsejados por 
el protocolo de la casa comercial. Una vez listo el medio, añadimos las células 
resuspendidas en medio de cultivo IMDM al 2% en FBS, mezclamos todo en vortex 
y dejamos reposar los tubos durante 5 minutos para eliminar las burbujas. Por 
último, recogimos la mezcla mediante jeringas y sembramos 500 μL en pocillos de 
placas P-24, con la ayuda de agujas de 18G. Incubamos las placas a 37ºC y un 5% 
de CO2 durante 12 días (7 días en el caso de las colonias pre-B), y contamos el 
número de colonias (CFU) de cada pocillo mediante observación por microscopía 
óptica. 
Para la realización de estos experimentos utilizamos muestras de médula 
ósea completa, sin lisar la serie roja. 
 













MO 10.000 IL-3 20 CFU-G, CFU-M y CFU-GM 
MO 10.000 GM-CSF 20 CFU-G, CFU-M y CFU-GM 
MO 10.000 Completa: 
SCF 50 




EPO 3 (U/mL) 
MO 200.000 IL-7 20 CFU-preB 
Bazo 200.000 Completa: 
SCF 50 




EPO 3 (U/mL) 
 
 
MyM.2.P - Análisis transcriptómico (RNAseq) 
Para el análisis utilizamos muestras de células Lin¯ de 2 ratones silvestres 
y 2 ratones CR Cyba  a las que extrajimos el ARN total mediante el kit de 
extracción RNASpin Mini Kit, según los protocolos comentados anteriormente. Una 
vez purificadas, entregamos las muestras al Servicio de Genómica del Instituto de 
Biología Funcional y Genómica (IBFG) de Salamanca, que se encargaron de 
preparar y realizar la secuenciación, y de la obtención de los datos. Brevemente, 
compilaron las bibliotecas de ADNc con 2 μg de ARN total de las células Lin¯, 
utilizando el kit TruSeq RNA Library Preparation Kit v2 (Illumina), y realizaron una 
secuenciación single-end de 150 nt de longitud en un NextSeq 500 System 
(Illumina), utilizando el kit Mid Output kit v2.5 (Illumina). 
Comparamos las lecturas obtenidas en la secuenciación con el genoma 
GRCm38 de ratón mediante la herramienta RaNAseq del Servicio de 
Bioinformática de la Universidad de Salamanca (https://ranaseq.eu/home). Los 
archivos y análisis realizados pueden comprobarse mediante el número de acceso 
GSE131725 en la base de datos Gene Expression Omnibus (GEO). 
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MyM.2.Q - Concentración sérica de inmunoglobulinas 
Obtuvimos muestras de sangre periférica de los ratones según la técnica 
comentada anteriormente, aunque esta vez recogimos la sangre en tubos eppendorf 
sin EDTA, dejándola coagular a temperatura ambiente durante 1 hora. Una vez 
coagulada, centrifugamos los tubos a 3000 rpm durante 20 minutos para decantar 
los restos al fondo y poder recoger el suero sanguíneo, pasándolo a tubos limpios. 
Congelamos las muestras de suero a -20ºC durante unos días hasta tener todas las 
muestras disponibles para medir la concentración de inmunoglobulinas a la vez. 
La medida de la concentración la realizamos mediante kits comerciales de 
ELISA específicos para las IgA, IgG total e IgM (IgA / IgG / IgM Mouse Uncoated 
ELISA Kit with Plates), siguiendo las instrucciones de la casa comercial. En general, 
preparamos las placas con el anticuerpo de captura, incubándolas a 4ºC hasta el 
día siguiente. Lavamos los pocillos, bloqueamos a temperatura ambiente durante 
2 horas, y tras lavar incubamos las muestras (diluidas 1:1.000 IgA e IgG / 1:30.000 
IgM) con el tampón de ensayo a temperatura ambiente y agitación de 400 rpm 
durante 2 horas. A la vez que las muestras realizamos una recta patrón con 
diferentes concentraciones del estándar proporcionado por el kit. Lavamos de 
nuevo y añadimos el anticuerpo de detección a cada pocillo, incubando a 
temperatura ambiente y agitación de 400 rpm durante 1 hora. Finalmente, tras 
lavar el anticuerpo de detección, incubamos con el sustrato de reacción a 
temperatura ambiente durante 15 minutos, tras los que paramos la reacción con 
H3PO4 1M y leímos los pocillos a 450 nM en el fotómetro de microplacas Multiskan 
FC. 
 
MyM.2.R - Trasplante de médula ósea en ratones 
Obtuvimos las muestras de médula ósea de los ratones donantes según la 
técnica comentada anteriormente, y lisamos la serie roja. Una vez lavadas, las 
preparamos según el tipo de trasplante a realizar: para trasplantes completos 
simplemente separamos 3.000.000 de células por cada ratón receptor, mientras que 
para trasplantes competitivos mezclamos 1.500.000 de células del grupo 
experimental con 1.500.000 de células silvestres en competición. Resuspendimos 
las células en 100 μL de PBS estéril, y las inyectamos en las venas laterales de la 




cola de los ratones receptores mediante jeringas con agujas de 27G. Los ratones 
receptores fueron ratones C57BL/6J silvestres previamente irradiados de forma 
letal por una fuente de cesio (Gammacell 1000 Elite) con 2 dosis de 5 Gy, separadas 
2 horas. 
En el caso de los experimentos de trasplante competitivo con células 
tratadas con DPI, separamos las células CD45.1+ ya lisadas para la serie roja en dos 
grupos, DPI y control. Incubamos cada grupo celular en una placa de cultivo a 37ºC 
y 5% CO2 en medio IMDM (al 20% en FBS), con el tratamiento correspondiente (DPI 
1 μM o DMSO -vehículo-), y con un cóctel de citoquinas específicas (TPO, SCF, IL-
3 y Flt3-L a 10 ng/mL) para el mantenimiento de las células inmaduras durante el 
periodo de incubación. Las células CD45.2+ de competición también las cultivamos 
de forma similar durante ese tiempo, pero sin tratarlas con DPI ni con el vehículo. 
Tras el tratamiento lavamos las células con PBS y las mezclamos con las células en 
competición, de forma similar al resto de trasplantes competitivos. 
Mantuvimos a los ratones receptores estabulados en condiciones estándar, 
controlando su peso y aspecto físico cada 2 días. Durante las 2 primeras semanas 
postrasplante los tratamos con enrofloxacino diluido en el agua de bebida (100 
μg/mL), para evitar posibles infecciones. De forma general, a las 6 semanas 
postrasplante, y a partir de ahí cada 4 semanas, obtuvimos muestras de sangre 
periférica de todos ellos para comprobar la evolución del trasplante 
hematopoyético. 
 
MyM.2.S - Análisis estadístico 
En los gráficos de puntos, cada punto representa el resultado de un 
individuo, y la línea negra horizontal el valor medio del grupo experimental. En 
los gráficos de barras se representan el valor medio y la desviación estándar (DE). 
Analizamos los datos con el paquete estadístico de Excel y el software SPSS 
23, utilizando pruebas t de Student de dos colas, y consideramos las diferencias 
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RyD.1 - EXPRESIÓN DE NADPH OXIDASAS EN 
CÉLULAS LIN¯ 
Nuestro primer objetivo fue conocer qué miembros de la familia NADPH 
oxidasa se encuentran presentes en las células hematopoyéticas más inmaduras de 
ratón, de manera que puedan estar involucradas en la quiescencia, activación o 
procesos de diferenciación de las HSPCs, y focalizar nuestra atención sobre ellas. 
Para este análisis lo que hicimos fue extraer la médula ósea de varios 
ratones de la cepa C57BL/6J, y purificar su población de células Lineage negativas 
(Lin¯), que son aquellas células que no expresan ningún tipo de marcador de 
superficie de linajes maduros, como son CD5, CD45R (B220), CD11b, Gr-1 (Ly-
6G/C), 7/4 (Ly-6B.2), y Ter-119, y por tanto se corresponden con las HSPCs. Una 
vez obtenidas, realizamos una extracción de ARNm total de las muestras, y una 
retrotranscripción de ese ARNm a ADNc para poder usarlo como molde para 
realizar PCR a tiempo real de cada una de las NADPH oxidasas. Ya hemos 
comentado que los roedores no presentan Nox5, por lo que diseñamos 
oligonucleótidos específicos para las enzimas Nox1 a Nox4 y Duox1/2 de ratón 
(secuencias en MyM.2.E). Como control positivo para las reacciones también 
obtuvimos muestras de los tejidos en los que cada enzima se expresa en mayor 
cantidad: colon (Nox1), médula ósea completa (Nox2), cerebro (Nox3), riñón 
(Nox4) y tiroides (Duox1/2). 
Los miembros de la familia que mostraron amplificación (Fig. 28-A), y cuyo 
producto poseía un tamaño de banda adecuado al diseñado para la pareja de 
oligonucleótidos (Fig. 28-B) fueron Nox1, Nox2 y Nox4. 
Por tanto, las NADPH oxidasas que se encuentran presentes en células 
HSPC de ratón, y por ello pueden tener alguna función en su regulación, son Nox1, 
Nox2 y Nox4. En un artículo reciente se ha identificado también la presencia de 
Nox3 en HSCs de ratón 251, pudiendo deberse a una mayor sensibilidad de la técnica 
al utilizar una población celular más purificada que las células Lin¯. Además, en 
células CD34+ humanas, movilizadas a sangre periférica mediante G-CSF, se 
detectó la presencia principalmente de Nox1, Nox2 y Nox4, y una pequeña 
expresión residual de Nox5 252, lo que concuerda perfectamente con nuestros datos 
sobre la expresión en células Lin¯ de ratón. 





Figura 28- Expresión de NADPH oxidasas en células Lin¯ de ratón. A) 
Imagen representativa de las curvas de amplificación obtenidas durante las 
qPCRs realizadas para las diferentes NADPH oxidasas en muestras de células 
Lin¯ y en sus respectivos tejidos de control (n=2). Las líneas de colores 
representan la amplificación del tejido de su respectivo color, mientras que 
las grises representan los controles negativos para cada reacción. B) Imagen 
de electroforesis de los productos de amplificación de las qPCRs para 
confirmar el tamaño del producto amplificado (Nox1: 122 pb; Nox2: 99 pb; 
Nox3: 142 pb; Nox4: 127 pb; Duox1: 131 pb; Duox2: 106 pb). 
RyD.2 - GENERACIÓN DE MODELOS DE RATÓN 
DEFICIENTES EN EL GEN Cyba 
Tras conocer el patrón de expresión en células Lin¯, y puesto que todas ellas 
son NADPH oxidasas dependientes de p22phox, nuestro planteamiento fue la 
eliminación del gen Cyba como primera aproximación al papel de las NADPH 
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oxidasas en hematopoyesis, ya que así bloquearíamos la actividad de todas ellas a 
la vez para ver si poseen alguna función sobre la hematopoyesis. 
En el momento en que comenzamos este trabajo ningún grupo de 
investigación había publicado nada sobre ratones deficientes para el gen Cyba, ni 
encontramos ninguna cepa disponible para su compra, de manera que decidimos 
generar la línea de ratón deficitaria para p22phox nosotros mismos. Para ello 
adquirimos varios clones de células madre embrionarias (ES) con una inserción 
que genera una proteína truncada (más información en MyM.2.A), y con la ayuda 
del Servicio de Transgénesis de la USAL generamos una cepa de ratón modificada 
genéticamente deficitaria en este gen (denominada a partir de ahora ES Cyba ). 
      
Figura 29- Genotipado de los ratones ES Cyba  modificados genética-
mente. A) Imagen de electroforesis de productos obtenidos mediante PCR del 
ADN genómico de los ratones, para comprobar si portan la inserción que 
trunca la expresión del gen Cyba (Genotipo silvestre: 620 pb; genotipo Cyba
: 514 pb; genotipo heterocigótico Cyba+ : doble banda 514 pb y 620 pb). B) 
Imagen de southern blot de las bandas originadas tras el corte del ADN 
genómico con Bgl II y su hibridación con la sonda radiactiva diseñada, para 
comprobar si portan la inserción y si está situada en el lugar correcto 
(Genotipo silvestre: 8073 pb; genotipo Cyba : 12874 pb; genotipo 
heterocigótico Cyba+ : doble banda 8073 pb y 12874 pb). C) Imagen 
representativa de western blot realizado para comprobar la ausencia de 
p22phox en la médula ósea de ratones ES Cyba  (n=4). 




El primer paso con la cepa ES Cyba  fue genotipar los ratones para 
confirmar la presencia del inserto y su correcta colocación, lo cual realizamos 
mediante técnicas de PCR y southern blot (Fig. 29-A, B). También confirmamos la 
ausencia de proteína p22phox en los ratones mediante western blot, tomando como 
muestra células de médula ósea (Fig. 29-C). 
 
Figura 30- Medida de la formación de ROS por NADPH oxidasas en 
granulocitos de ratones ES Cyba . Histogramas representativos del nivel de 
fluorescencia media de DCF en granulocitos de A) ratones silvestres en estado 
basal y tras 30 minutos de estimulación con 2 μM de PMA, B) ratones 
silvestres en estado basal y tras 5 minutos de estimulación con 1 μM de DPI 
previamente a la estimulación con PMA, y C) ratones ES Cyba  en estado 
basal y tras estimulación con PMA. D) Diagrama de barras que muestra el 
aumento de fluorescencia media de DCF que se produce entre los 
granulocitos en estado basal y los granulocitos tras su estimulación con PMA 
en los tres grupos. Se representa la media + DE (Silvestre n=2; silvestre + DPI 
n=4; ES Cyba  n=3). 
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Finalmente, realizamos una prueba de activación de NADPH oxidasas para 
comprobar si la falta de p22phox reducía la formación de ROS mediante estas 
enzimas. La estimulación con forbol 12-miristato-13-acetato (PMA) activa PKC, 
enzima que fosforila y activa muchas de las subunidades y miembros de la familia 
56; y uno de los procesos de mayor formación de ROS por NADPH oxidasas es el 
estallido respiratorio de las células fagocíticas, llevado a cabo por Nox2 y la 
participación indispensable de p22phox. Por tanto, medimos los niveles de ROS en 
granulocitos de sangre periférica de ratones control y ratones ES Cyba  en 
condiciones basales y bajo estimulación con PMA. 
Como se observa en la Figura 30-A, cuando estimulamos granulocitos de 
ratón silvestre con PMA se produce un aumento de ROS, con una media de 
fluorescencia de casi el doble que en estado basal (Fig. 30-D). En cambio, si 
tratamos los granulocitos previamente con difenileniodonium (DPI), un inhibidor 
de NADPH oxidasas ampliamente utilizado, la estimulación con PMA apenas 
genera ese aumento de fluorescencia (Fig. 30-B, D), demostrando que el aumento 
de ROS en respuesta a PMA es específico de NADPH oxidasas. Finalmente, cuando 
exponemos granulocitos de ratones ES Cyba  a PMA tampoco se produce ningún 
aumento en los niveles de ROS (Fig. 30-C, D), por lo que la actividad de las NADPH 
oxidasas en la cepa de ratones deficitaria de p22phox se encuentra inhibida. 
Una vez confirmado que el modelo animal era correcto realizamos un 
análisis fenotípico básico, encontrando que los animales ES Cyba  presentan una 
clara inclinación de la cabeza, unido a movimientos anómalos al levantarlos por la 
cola. Esta situación ya ha sido observada anteriormente en un mutante puntual del 
gen Cyba 126, debido seguramente a la pérdida de actividad de Nox3, enzima que 
hemos visto que se encuentra muy implicada en la generación de la otoconia, y por 
tanto necesaria para un correcto funcionamiento del sistema vestibular. 
Otra gran alteración que observamos en la cepa ES Cyba  es una evidente 
esplenomegalia, presentando bazos con un volumen muy superior a los de ratones 
C57BL/6J silvestres (Fig. 31-A). Debido a esto, decidimos realizar un análisis 
morfológico de los bazos mediante fijación, corte histológico y tinción, para 
estudiar las posibles diferencias con respecto a un bazo normal (Fig 31-B). El 
análisis morfológico nos indica que los bazos de los ratones ES Cyba  poseen un 
aumento del órgano en general, pero sobre todo una mayor proporción de pulpa 
roja, y dentro de ésta, un mayor número de focos de células mieloides en 




comparación con la pulpa roja de bazos de ratones silvestres. Teniendo en cuenta 
que el bazo en el ratón también posee capacidad hematopoyética completa, parece 
que lo que pueden presentar estos bazos sería un aumento de la actividad 
hematopoyética local. 
  
Figura 31- Esplenomegalia de los bazos de ratones ES Cyba . A) Imágenes 
representativas de la comparación del tamaño del bazo entre ratones 
silvestres control y ratones ES Cyba . B) Imagen de cortes histológicos de 
bazos procedentes de ratones silvestres y ratones ES Cyba . La tinción 
permite distinguir entre la pulpa roja del bazo en la parte externa, con una 
coloración rojiza por la presencia de eritrocitos, y la pulpa blanca en la parte 
interna, de coloración más azulada por la agrupación de linfocitos en los 
núcleos de maduración. Se han añadido líneas discontinuas para facilitar la 
diferenciación entre ambas partes. 
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Durante el transcurso de este trabajo se nos presentó la posibilidad de crear 
de nuevo el modelo de ratón mediante la novedosa técnica CRISPR/Cas9, con la 
ventaja de permitirnos hacerlo sobre un fondo genético C57BL/6J puro, ya que, 
como hemos comentado en materiales y métodos sobre la creación del modelo ES 
Cyba , éste posee un pequeño fondo genético de la subcepa C57BL/6N debido a la 
procedencia de las células ES (JM8A3.N1). Esta cepa fue generada también en 
colaboración con el Servicio de Transgénesis de la USAL, y a partir de este punto 
será denominada CR Cyba . Sobre los ratones de este modelo también llevamos a 
cabo el genotipado mediante PCR y el análisis mediante western blot, para 
confirmar la ausencia de expresión de p22phox (Fig. 32). 
 
Figura 32- Genotipado de los ratones CR Cyba modificados genética-
mente. A) Imagen de electroforesis de productos obtenidos mediante PCR del 
ADN genómico de los ratones, para comprobar si portan la inserción/deleción 
que interrumpe la traducción del gen Cyba (Genotipo silvestre: 700 pb; 
genotipo Cyba : 806 pb; genotipo heterocigótico Cyba+ : doble banda 700 pb 
y 806 pb). B) Imagen representativa de western blot realizado para comprobar 
la ausencia de p22phox en la médula ósea de ratones CR Cyba  (n=4). 
De igual manera, comprobamos la respuesta de sus granulocitos a la 
estimulación con PMA, midiendo sus niveles de ROS tanto de manera intracelular 
por citometría como extracelular mediante luminometría (Fig. 33). El resultado fue 
similar al obtenido en el modelo ES Cyba , de manera que con ambas cepas 










Figura 33- Medida de la formación de ROS por NADPH oxidasas en 
granulocitos de ratones CR Cyba . Histogramas representativos del nivel de 
fluorescencia media de DCF en granulocitos de A) ratones silvestres y ratones 
CR Cyba  en estado basal y tras 30 minutos de estimulación con 2 μM de 
PMA. B) Diagrama de barras que muestra el aumento de fluorescencia media 
de DCF que se produce entre los granulocitos en estado basal y los 
granulocitos tras su estimulación con PMA en ambos grupos. Se representa la 
media + DE (n=7). C) Gráfico de monitorización a tiempo real representativo 
del nivel de quimioluminiscencia extracelular medido con luminol en 
muestras de sangre periférica tras estimulación con 2 μM de PMA. La muestra 
“Silvestre + DPI” fue tratada previamente con 1 μM de DPI durante 5 
minutos. (RLU: unidades de luminiscencia relativas). D) Diagrama de barras 
que muestra el aumento de quimioluminiscencia extracelular medido con 
luminol de las muestras tras 5 minutos de estimulación con PMA. Se 
representa la media + DE (n=3). Las diferencias significativas respecto al 
control se representan como **p<0,01. 
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En cuanto a las características fenotípicas, los ratones CR Cyba  también 
muestran la evidente inclinación de la cabeza, que como indicábamos antes, 
probablemente sea debida a la defectuosa generación de la otoconia por la falta de 
actividad de Nox3. Sin embargo, en el modelo CR Cyba  la esplenomegalia solo 
aparece en un pequeño número de casos, y siempre asociada a la aparición de 
granulomas, inflamaciones características en caso de CGD 253. A pesar de que el 
mantenimiento de los animales CR Cyba  se produjo en condiciones libres de 
patógenos en el OMG de la USAL, este tipo de inflamaciones pueden llegar a 
formarse por la presencia de cualquier elemento exógeno, aun no siendo infeccioso 
254,255, o por reacciones de autoinmunidad 253. En cambio, la esplenomegalia 
presente en la cepa ES Cyba  se encontró en todos los animales, sin que ninguno 
de ellos presentara ningún signo de granuloma. Por tanto, este síntoma no parece 
tener el mismo origen en ambos modelos, y no conocemos a qué puede deberse 
esta diferencia fenotípica. 
Los posteriores experimentos realizados en este trabajo con la cepa CR 
Cyba  siempre se llevaron a cabo con ratones sin granulomas, sin esplenomegalia, 
ni ningún otro signo inflamatorio. 
 
 
RyD.3 - HEMATOPOYESIS IN VIVO EN AUSENCIA DE P22phox 
Nuestra primera aproximación para evaluar el papel de p22phox en la 
hematopoyesis in vivo fue estudiar si existen diferencias entre ratones Cyba  y 
ratones silvestres en cuanto a las poblaciones celulares hematopoyéticas. Para ello, 
analizamos los linajes celulares sanguíneos en diferentes compartimentos 
hematopoyéticos de ratones entre 18-24 semanas de edad (Fig. 34). 
En el modelo ES Cyba  observamos un aumento significativo de 
poblaciones celulares mieloides (CD11b+) tanto en sangre periférica como en bazo, 
mientras que en médula ósea no llega a ser significativo (Fig. 34-A). Este aumento 
mieloide se encuentra compensado por un descenso en los linajes linfoides, siendo 
significativo el descenso de linfocitos B tanto en sangre periférica como en médula 
ósea, y el descenso de linfocitos T en ésta última. 
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Figura 34 (página anterior)- Análisis de las poblaciones celulares hemato-
poyéticas maduras en ratones ES Cyba  y CR Cyba . Las gráficas representan 
el porcentaje o número de células de cada población en los ratones silvestres 
control (puntos claros) y A) ratones ES Cyba  (puntos oscuros), o B) ratones CR 
Cyba  (puntos oscuros), y la media de cada grupo de experimento (líneas 
negras). CD11b+ Gr1+: granulocitos; CD11b+ Gr1¯: monocito/macrófagos; 
CD3+: linfocitos T; CD19+/B220+: linfocitos B. Las diferencias significativas 
respecto al control se representan como *p<0,05; **p<0,01. 
 
Por su parte, el modelo CR Cyba  también demuestra un sesgo hacia las 
poblaciones mieloides, como se observa por el aumento significativo de células 
CD11b+ Gr1+ en bazo, y el de células CD11b+ Gr1¯ en médula ósea y bazo (en este 
último no significativo), aunque es menos acusado que en el modelo ES Cyba  y 
no está acompañado por el descenso de linfocitos (Fig. 34-B). 
 
Figura 35- Análisis de las HSPCs en ratones ES Cyba  y CR Cyba . Las 
gráficas representan el porcentaje de cada población celular dentro de la 
población de células Lin¯, en ratones silvestres control (puntos claros) y A) 
ratones ES Cyba  (puntos oscuros), o B) ratones CR Cyba  (puntos oscuros), 
y la media de cada grupo de experimento (líneas negras). Las diferencias 
significativas respecto al control se representan como *p<0,05; **p<0,01. 




En cuanto a células inmaduras en la médula ósea, la población de HSCs se 
encuentra claramente aumentada en ambos modelos Cyba  respecto a ratones 
control, sobre todo debido al aumento significativo en el porcentaje de poblaciones 
LT-HSCs y ST-HSCs (Fig. 35). En cambio, las poblaciones de células progenitoras 
no parecen verse muy afectadas por la ausencia de p22phox, y únicamente se observa 
un aumento significativo en la población de CLPs en los ratones ES Cyba  respecto 
al control. 
En base a estos datos parece claro que p22phox, y por ende la generación de 
ROS por alguna de las NADPH oxidasas dependientes de esta subunidad, está 
involucrada en la homeostasis y mantenimiento de las HSCs, ya que su eliminación 
provoca que sus dos poblaciones más primitivas se encuentren claramente 
aumentadas. De hecho, en un modelo de células iPSC humanas procedentes de 
pacientes con CGD por mutación en el gen Cyba y reprogramadas in vitro a células 
CD34+ también se ha observado un aumento de progenitores más inmaduros 256, y 
la eliminación de Nox2 provoca un aumento en el número de HSCs in vivo, tanto 
circulantes como en médula ósea 231,251,257. Todo ello concuerda con los resultados 
previos en los que se observa que existe una relación entre los niveles de ROS y la 
diferenciación hematopoyética 201,202 (Fig. 20), de manera que al reducir los niveles 
de ROS se podría estar reduciendo la capacidad de diferenciación de las HSCs, que 
se acumularían en sus estados más inmaduros. 
Además de en la homeostasis de HSCs, p22phox también parece tener un 
papel sobre el camino a seguir durante el proceso de diferenciación 
hematopoyética, ya que los ratones Cyba  presentan un incremento de las 
poblaciones mieloides en detrimento de poblaciones linfoides. Recientemente, se 
ha descrito que la eliminación de Nox2 también induce el aumento de células 
mieloides 231,251, lo que está de acuerdo con el sesgo mieloide de los ratones Cyba  
y pone de manifiesto la relevancia de Nox2 y p22phox para la hematopoyesis in vivo. 
Finalmente, nos parece interesante el hecho de que en los ratones del 
modelo ES Cyba , que son precisamente los que presentan un descenso de 
poblaciones linfoides, sea en los que encontremos un aumento significativo de sus 
progenitores (CLPs). Esto podría indicar que alguna de las etapas del proceso de 
maduración de linfocitos requiere de la participación de las NADPH oxidasas 
dependientes de p22phox. 




Figura 36- Resumen de los efectos sobre la hematopoyesis in vivo de los 
modelos de ratón Cyba . La ausencia de p22phox provoca un aumento 
significativo de las HSCs en estados más inmaduros (LT-HSCs y ST-HSCs), y 
también de los linajes mieloides de monocitos y granulocitos (recuadros en 
verde). Además, en el modelo ES Cyba  el aumento de células mieloides se 
acompaña de un descenso de linajes linfoides (recuadro naranja), y un 
aumento de sus progenitores CLP (recuadro verde tenue). Linf T: linfocitos T; 
Linf B: linfocitos B; Mono: monocitos/macrófagos; Granu: granulocitos; 
Eritro: eritrocitos; Mega: megacariocitos. 
 
RyD.3.A - Influencia del nicho celular sobre los resultados de 
los modelos Cyba
Como hemos comentado en la introducción, uno de los principales factores 
que se encarga de mantener la homeostasis de las HSCs es el nicho hematopoyético, 
y puesto que los modelos de ratón Cyba  poseen el déficit de p22phox en todas sus 
células, tanto HSCs como nicho celular, no podemos discernir si el efecto 
observado se debe a la falta de p22phox en las propias HSCs, a su falta en el nicho 
celular, o a una mezcla de ambos aspectos. Por ello, nuestro siguiente paso fue 




realizar experimentos de trasplante de médula ósea en ratones silvestres, y así 
analizar la regeneración hematopoyética de HSCs Cyba  sobre un nicho 
hematopoyético normal. Utilizamos ratones receptores C57BL/6J de entre 8 y 12 
semanas de edad, a los que inyectamos células de médula ósea completa 
procedentes de ratones ES Cyba  o ratones C57BL/6J silvestres. Analizamos los 
ratones a las 20 o 30 semanas postrasplante, no encontrando ninguna alteración 
significativa de los linajes sanguíneos maduros en los diferentes compartimentos 
hematopoyéticos, únicamente una reducción de linfocitos T en la médula ósea 
(datos no mostrados). Sin embargo, al analizar las células inmaduras los resultados 
fueron bastante diferentes: en los ratones trasplantados con células ES Cyba  
encontramos un aumento significativo en todas las poblaciones de HSCs (Fig. 37-
A), que además se extiende a un incremento significativo en las poblaciones de 
progenitores MEP y CLP, y una tendencia de aumento en los CMPs (Fig. 37-B). 
 
Figura 37- Análisis de las HSPCs en ratones trasplantados con médula ósea 
ES Cyba . Las gráficas representan el porcentaje de cada población celular 
dentro de la población de células Lin¯, en ratones trasplantados con células 
silvestres control (puntos claros) y células ES Cyba  (puntos oscuros), y la 
media de cada grupo de experimento (líneas negras). Las diferencias 
significativas respecto al control se representan como *p<0,05; **p<0,01; 
***p<0,001. 
 
Este aumento de las HSCs Cyba  tras la regeneración hematopoyética en 
ratones con el nicho celular normal concuerda con el aumento visto durante la 
hematopoyesis de los modelos de ratón Cyba  (Fig. 35). De esta forma, podemos 
descartar que el aumento de HSCs en estos modelos se deba a la falta de p22phox en 
el nicho hematopoyético, y concluir que se debe a una función de p22phox en las 
propias HSCs. 
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Por otro lado, tras el trasplante con células Cyba  prácticamente no 
encontramos ningún efecto sobre los linajes maduros, mientras que en los ratones 
Cyba  se observa un claro aumento de células mieloides (Fig. 34). Por ello, 
pensamos que la causa relacionada con la elección del camino a seguir durante el 
proceso de diferenciación hematopoyética podría ser la ausencia de p22phox en el 
nicho y no en las células hematopoyéticas. 
 
RyD.3.B - Capacidad de proliferación de las HSCs Cyba  
Una vez visto que el aumento de HSCs es un efecto intrínseco de las propias 
HSCs Cyba , quisimos estudiar a qué podía deberse. Para ello, primero analizamos 
la capacidad de proliferación de las células in vivo mediante ensayos de 
incorporación de BrdU. Inyectamos 100 mg/kg de BrdU estéril vía intraperitoneal 
en ratones CR Cyba  y ratones control, y tras 14 horas de incubación analizamos 
el porcentaje de células BrdU+ (células que han entrado en ciclo durante ese 
período) en las poblaciones de células Lin¯ (Fig. 38). El resultado indica que han 
entrado en ciclo un mayor porcentaje de células HSC Cyba  que HSC control 
(marcaje LSK), de manera que se encuentran más activas. Dentro de éstas, las ST-
HSCs y los MPPs son las que poseen un aumento de células en ciclo mucho más 
significativo, mientras que las LT-HSCs solo muestran una tendencia de 
proliferación más alta que las células control (Fig. 38-B). 
Estos resultados de nuevo concuerdan con los descritos en ratones en los 
que se ha eliminado Nox2, donde se observa un menor número de HSCs en estado 
G0 quiescente 257, y un mayor porcentaje de células BrdU+ 231. Por ello, podemos 
sugerir que la falta de actividad NADPH oxidásica confiere un estado proliferativo 
más activo a las células HSC. Esto parece un poco contradictorio, puesto que lo que 
se ha relacionado con una mayor actividad mitocondrial y con el inicio del proceso 
de diferenciación celular es la mayor producción de ROS (Fig. 20). Sin embargo, el 
proceso de autorrenovación de HSCs, que se ve favorecido con menores niveles de 
ROS, también requiere de la entrada de las células al ciclo celular. Por tanto, es 
posible que el aumento en la proliferación de HSCs por la eliminación de p22phox 
no esté relacionado con una mayor diferenciación celular, sino con una mayor 
promoción de su autorrenovación, y de ahí que encontremos un mayor número de 
ellas en ratones Cyba . 





Figura 38- Análisis de la proliferación celular de HSPCs Cyba  mediante 
incorporación de BrdU in vivo. A) Imagen representativa de un experimento 
de incorporación de BrdU por células LSK (HSCs) silvestres y CR Cyba  
adquirido mediante citometría de flujo. B) La gráfica representa el porcentaje 
de células positivas para BrdU en las diferentes poblaciones de HSCs de 
ratones silvestres control (puntos claros) y ratones CR Cyba (puntos 
oscuros), y la media de cada grupo de experimento (líneas negras). Las 
diferencias significativas respecto al control se representan como *p<0,05; 
***p<0,001. 
 
RyD.3.C – Capacidad clonogénica de las células Cyba
A parte del aumento de HSCs, el otro resultado claro que observamos en 
los modelos de ratón Cyba  es el aumento de los linajes celulares mieloides. Para 
profundizar en este hecho, decidimos evaluar la funcionalidad de las células     
Cyba  a través de experimentos de formación de colonias mediante su cultivo in 
vitro en medio semisólido de metilcelulosa. Llevamos a cabo los experimentos 
sembrando un mismo número de células de médula ósea completa de ratones CR 
Cyba  o ratones control y añadiendo diversas citoquinas necesarias para su 
desarrollo. Debido al corto plazo de cultivo, 12 días, en este tipo de experimentos 
se evalúa en mayor medida la capacidad clonogénica de las HPCs, ya que las HSCs 
son más inmaduras y tardan más tiempo en desarrollar sus colonias. 
Al estimular células de médula ósea, tanto con una mezcla completa de 
citoquinas como con citoquinas específicas de linaje mieloide por separado (Fig. 
39-A), obtuvimos un mayor número de colonias de células Cyba  que de células 
control, aunque sin ser estadísticamente significativo. En cambio, al estimular con 
IL-7, una citoquina específica de maduración de linfocitos B, la generación de 
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colonias pre-B en los cultivos de células de médula ósea Cyba  fue 
significativamente inferior que en los de células control. Por último, como hemos 
comentado anteriormente, el bazo también es un órgano con capacidad 
hematopoyética completa en el ratón, por lo que realizamos el mismo estudio con 
células de bazo y la mezcla completa de citoquinas. En este caso sí obtuvimos un 
número significativamente superior de colonias en los cultivos de células Cyba  
que en los de células control (Fig. 39-B). 
 
Figura 39- Ensayos de formación de colonias (CFU). Diagramas de barras 
que muestran el incremento en el número de CFUs generadas a partir de la 
médula ósea completa (A) o del bazo (tras eliminar la serie roja hemática) (B) 
de ratones Cyba  respecto ratones control, tras 12 días de cultivo (7 con IL-7) 
con diferentes citoquinas (completo: SCF, IL3, GM-CSF y EPO). Se representa 
la media ± DE (IL-3, GM-CSF, IL-7: n=5; Completo MO: n=6; Completo bazo: 
n=9), y las diferencias significativas respecto al control como **p<0,01. 
 
Teniendo en cuenta el significativo aumento de poblaciones mieloides que 
observamos en los ratones Cyba , estos resultados sobre la formación de colonias 
mieloides por células de médula ósea Cyba  son menos pronunciados de lo que 
esperábamos. Esto, junto con los resultados del trasplante de médula ósea Cyba , 
en los que no obtuvimos diferencias en los linajes mieloides tras la repoblación 
hematopoyética, nos hace pensar de nuevo que la ausencia de p22phox en los 
progenitores mieloides no es suficiente para promover el sesgo mieloide, sino que 
es necesaria la falta de esta proteína en el nicho celular. Aun así, la eliminación de 
Nox2 si parece haber demostrado una mayor capacidad de formación de colonias 
por sí misma 257. 
Por otro lado, los resultados sobre la formación de colonias pre-B 
demuestran que la ausencia de p22phox en progenitores linfoides sí ejerce un claro 




defecto de su capacidad clonogénica, sin necesidad de actuación del nicho celular. 
Este efecto explicaría el descenso de linfocitos B de los ratones ES Cyba , pero se 
debe poder compensar por otros mecanismos, ya que ni el modelo CR Cyba  ni el 
trasplante de médula ósea muestran ese descenso. 
Finalmente, en el bazo de ratones Cyba  observamos un gran aumento de 
la capacidad formadora de colonias, lo que parece apuntar a que se esté generando 
una mayor hematopoyesis extramedular. Este hecho también se observa con la 
eliminación de Nox2, donde se ha descrito un aumento del número de HSCs en 
bazo y una mayor capacidad clonogénica de sus células 257. 
 
 
RyD.4 - ANÁLISIS TRANSCRIPTÓMICO DE CÉLULAS 
LIN¯ Cyba  
Tras conocer las características principales que confiere la ausencia de 
p22phox tanto en HSPCs como en la hematopoyesis in vivo, decidimos estudiar el 
mecanismo por el cual podían estar sucediendo. Para ello, pensamos que la 
realización de un análisis del transcriptoma de células Lin¯ de los ratones Cyba  
podría darnos muchas pistas sobre los procesos que se encuentran alterados en 
estas células. Por tanto, extrajimos el ARN total de dos muestras de células Lin¯ de 
ratones CR Cyba , y otras dos de ratones C57BL/6J silvestres como control, y 
realizamos un estudio mediante secuenciación de ARN (RNA sequence). 
En el análisis del transcriptoma observamos que las células Lin¯ de ratones 
CR Cyba  poseen 5 genes que se encuentran significativamente infraexpresados 
respecto a células Lin¯ control, mientras que existen otros 47 genes cuya expresión 
se encuentra mucho más aumentada que en ratones control (Fig. 40-A). 5 de esos 
genes sobreexpresados pertenecen a proteínas muy presentes en células mieloides, 
como son Itgam (CD11b), Pirb (CD85A), Lilrb4 (CD85K), Ccr1(CD191) y Lrg1. 
Decidimos corroborar los datos de expresión de estos genes mediante PCR 
cuantitativa, para lo cual diseñamos oligonucleótidos específicos (secuencias en 
MyM.2.E), confirmando que su ARNm se encontraba incrementado en varias 
muestras de células Lin¯ de ratones CR Cyba  (Fig. 40-B). Además de éstos, en las 
células Lin¯ de ratones CR Cyba  también encontramos claramente aumentada la 
expresión de los genes que codifican los receptores de las citoquinas mieloides GM-
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CSF, G-CSF y M-CSF (Fig. 40-C). No aparecen en el mapa de calor porque al aplicar 
el modelo estadístico del análisis del RNAseq su p-valor (en origen significativo) 
pasa a un p-valor ajustado por encima de 0,05, seguramente por el bajo número de 
muestras analizado y que su alteración sea menor que los anteriores. Sin embargo, 
es una muestra más del aumentado carácter mieloide de las células Cyba  que 
refuerza nuestros anteriores resultados sobre el sesgo de la hematopoyesis hacía el 
linaje mieloide, sobre todo teniendo en cuenta que son datos realizados con el 
modelo CR Cyba , donde las diferencias de poblaciones mieloides no son tan 
claras como en el modelo ES Cyba . 
 
Figura 40- Análisis transcriptómico de células Lin¯ de ratones Cyba . A) 
Mapa de calor que representa el Z-score de los valores de expresión 
(normalizados como TPM -transcritos por millón-) de los genes alterados 
significativamente en células CR Cyba  respecto a células silvestres. B) qPCR 
de comprobación de los genes mieloides alterados significativamente en el 




RNAseq. La gráfica representa el nivel de expresión relativa de cada gen en 
diferentes muestras de células Lin¯ de ratones CR Cyba  (puntos oscuros), y 
la media de cada gen (líneas negras), respecto a su expresión en ratones 
silvestres control (línea gris discontinua). Las diferencias significativas 
respecto al control se representan como *p<0,05. C) Diagrama de caja que 
muestra la distribución del valor de expresión (normalizado como TPM) de 
los genes que codifican los receptores mieloides GM-CSFR (Csf2ra), G-CSFR 
(Csf3r) y M-CSFR (Csf1r), obtenida mediante el análisis RNAseq de células Lin¯ 
de ratones Cyba  (n=2). 
 
Sin embargo, si hay un resultado que llama la atención entre los datos de 
los genes alterados por la eliminación del gen Cyba es que 18 de los 47 genes cuya 
expresión se encuentra aumentada pertenecen a inmunoglobulinas (Igs), tanto de 
cadenas pesadas variables (Ighv Igkv) (Fig. 
40-A). Dentro de las células Lin¯ podemos encontrar progenitores de linaje linfoide, 
pero que se encuentran en etapas muy inmaduras en las que no se debería producir 
aún la expresión de Igs. Además, todos los genes aumentados pertenecen a 
regiones variables de Igs, lo que podría indicar que se está promoviendo el 
reordenamiento génico de estas, proceso que suele darse en estados pro- y pre-B 
más maduros. Por lo tanto, la pérdida del gen Cyba parece anticipar el 
reordenamiento de genes de Igs a etapas más tempranas de la diferenciación. 
En base a este resultado, quisimos comprobar si este aumento de expresión 
génica se traducía en mayores niveles de Igs totales en los ratones CR Cyba , lo 
cuál realizamos mediante western blot de muestras de médula ósea y bazo. Como 
se observa en la Figura 41-A, existe un aumento drástico en la cantidad de Igs 
totales, tanto de cadena pesada como de cadena ligera, en ambos órganos 
hematopoyéticos. Para saber si este aumento se correspondía con algún isotipo 
específico de Ig medimos los niveles séricos de las más comunes mediante un 
ELISA cuantitativo, confirmando que existe un aumento significativo de IgA e IgG, 
mientras que IgM no parece verse modificada (Fig. 41-B). 
IgM es la estructura de inmunoglobulina por defecto, ya que la cadena 
pesada μ es la que se usa de base durante la maduración de los receptores BCR en 
el desarrollo de linfocitos B, y por ello es la principal implicada en la respuesta 
inmune primaria 258,259. Suelen ser anticuerpos de menor afinidad, que actúan 
opsonizando al antígeno para facilitar la fijación del complemento y promover su 
destrucción 259. En cambio, IgA e IgG, anticuerpos con mayor afinidad, únicamente  




Figura 41- Niveles de inmunoglobulinas en ratones Cyba . A) Imagen 
representativa de western blot realizado para comprobar los niveles de Igs 
totales en médula ósea y bazo de ratones CR Cyba  y ratones control (n=4). 
B) Niveles de Igs específicas en suero de ratones CR Cyba  respecto a ratones 
control. Las gráficas representan la concentración de cada tipo de Ig en 
diferentes muestras de suero de ratones silvestres control (puntos claros) y 
ratones CR Cyba  (puntos oscuros), y la media de cada grupo de 
experimentos (líneas negras). Las diferencias significativas respecto al control 
se representan como *p<0,05. 
son generadas por células plasmáticas maduras, previamente activadas, y que han 
sufrido recombinación de cambio de clase (class-switch recombination) de la IgM. 
IgA es la principal inmunoglobulina secretada en mucosas, actuando de primera 
línea de defensa ante microorganismos mediante su neutralización o prevención 
de su unión a la superficie de la mucosa 259. En condiciones normales IgG es la 
inmunoglobulina mayoritaría en el organismo, que está principalmente 
involucrada en la respuesta inmune secundaria ante infecciones 258, y actúa 
mayoritariamente eliminando antígenos mediante su opsonización y posterior 
actuación de células citotóxicas, aunque también es capaz de activar al 
complemento 259. 
Las principales células encargadas de la producción de Igs en el organismo 
son los plasmoblastos y las células plasmáticas maduras 260 (Fig. 42). Los primeros 
se forman cuando la respuesta inmune es independiente de células T, y se 




caracterizan por una gran proliferación y corta vida media, lo que deja poco tiempo 
para la hipermutación somática de sus Igs, de manera que suelen ser menos 
específicas. En cambio, las células plasmáticas maduras suelen formarse a partir de 
la respuesta inmune dependiente de células T, mediante la que los linfocitos B 
forman centros germinales de maduración en los que sufren gran hipermutación 
somática de sus Igs, para que sean mucho más específicas. 
Figura 42- Etapas finales de la diferenciación de células B. La mayoría de células 
B maduras se localizan en folículos en los órganos linfoides, conociéndose como 
células foliculares (o B2). Pero existen otras células B especializadas, como las 
células B de la zona marginal (ZM) entre pulpa roja y pulpa blanca en el bazo, o 
las células B1 que se encuentran principalmente en cavidad peritoneal y pleural. 
Tras interaccionar con un antígeno, las células B se activan rápidamente, 
proliferan y sufren recombinaciones de cambios de clase de Igs. Si durante esta 
activación no son reguladas por ningún tipo de célula T (respuesta T 
independiente, TI) acaban diferenciándose a plasmoblastos, células secretoras de 
Igs de vida corta. Sin embargo, la activación de células B2 suele ser regulada por 
células T (respuesta T dependiente, TD) que promueven la formación de centros 
germinales de células B, donde se produce un exhaustivo proceso de maduración 
de las Igs para mejorar su afinidad por el antígeno, sobre todo por hipermutación 
somática, aunque también se producen más procesos de cambios de clase. 
Finalmente, las células B que adquieren gran afinidad por el antígeno salen de los 
centros germinales y dan lugar a células B de memoria o a células plasmáticas de 
vida larga, que anidan en la médula ósea y secretan grandes cantidades de Igs. 
Residualmente, algunos plasmoblastos de vida corta pueden llegar también a la 
médula ósea y encontrar las condiciones adecuadas para anidar, convirtiéndose 
en células plasmáticas de vida larga. (Modificada de Nutt et al., 2015 260). 
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Como hemos comentado durante la introducción, la falta de actividad 
Nox2 se ha relacionado con un aumento significativo de células B CD5+ 237,238, 
denominadas B1a. Éstas células surgen únicamente a raíz de la hematopoyesis 
fetal, se mantienen de forma totalmente autónoma, y su destino es la formación de 
plasmoblastos y células plasmáticas en recién nacidos y adultos previamente a 
ninguna infección, generando los denominados anticuerpos naturales 236,261. 
Durante su activación también son capaces de realizar el cambio de clase de sus 
Igs, generando IgA e IgG, y de hecho, este proceso se ve aumentado en condiciones 
de autoinmunidad 261, efecto común en casos de CGD. Por tanto, el aumento de 
células B1a en ausencia de actividad Nox2 puede ser un mecanismo compensatorio 
ante la falta de una respuesta fagocítica eficiente, para promover el aumento de Igs 
naturales como defensa. Aunque en uno de estos estudios no encontraron 
diferencias en los niveles de Igs séricas 237, en el otro encontraron un aumento de 
IgA e IgG en casi la mitad de los pacientes con CGD, sin alteraciones en los niveles 
de IgM 238. En un último artículo, esta vez con un modelo de raton Cybb , éstos 
poseen un incremento en IgG1 sérica, mientras que IgM y el resto de subtipos de 
IgG no se ven alterados (no analizan IgA) 262. Además, con este modelo también 
demuestran que la falta del aumento de ROS en respuesta a activación del receptor 
BCR altera la respuesta inmunitaria in vivo, mejorando la respuesta independiente 
de células T. Por todo ello, si extrapolamos estos resultados al modelo Cyba  (de 
hecho, algunos de los datos de estos artículos son de pacientes con CGD por 
mutaciones en el gen Cyba), donde también se produce un descenso de actividad 
Nox2, el aumento de IgA e IgG que observamos podría deberse a la mayor 
presencia de linfocitos B1a, que sufren un mayor cambio de clase de Igs debido al 
estado inflamatorio y autoinmune general. De esta forma promoverían un mayor 
nivel de alerta y de barrera ante patógenos mediante anticuerpos naturales, que 
pueden activar vías de eliminación alternativas como el complemento. 
Por último, en la introducción también comentamos que la deficiencia de 
Nox2 provoca una menor diferenciación y activación de células T CD8 reguladoras 
234,235. Existe una pequeña población entre estas células que expresa Foxp3 (Treg-
Foxp3+) y se encargan principalmente de regular a las células plasmáticas y a las 
células T CD4 helper foliculares (Tfh) 263,264, que son el principal tipo celular T que 
regula la producción de anticuerpos 265. Se ha visto que ratones deficientes en Foxp3 
poseen reacciones descontroladas de sus centros germinales y desarrollan un gran 




número de células plasmáticas y células Tfh, las cuales a través de la mayor 
producción de citoquinas aumentan la recombinación de cambio de clase de las 
células B 263. También, la depleción de células Treg-Foxp3+ durante cortos periodos 
de tiempo aumenta la proporción de Igs que han sufrido cambio de clase 264, y la 
eliminación de CTLA-4, una de sus proteínas reguladoras más importantes, 
provoca un aumento en el número de células plasmáticas 264,266. Por todo ello, la 
menor activación de las células T CD8 reguladoras en caso de falta de actividad 
Nox2 podría ser también causante de la mayor actividad de células plasmáticas y 
generación de Igs observada en los pacientes con CGD, y por extrapolación, este 
también podría ser uno de los mecanismos por los que los ratones Cyba  posean 
mayores niveles de IgA e IgG. 
 
Siguiendo con el análisis transcriptómico, entre los genes con una 
expresión significativamente aumentada por la eliminación de p22phox (Fig. 40-A) 
curiosamente encontramos al gen Cybb, lo cual confirmamos mediante PCR 
cuantitativa en varias muestras de células Lin¯ de ratones CR Cyba  (Fig. 43). 
Posiblemente esto se deba a un intento de las células de compensar la deficitaria 
formación de ROS generadas por el complejo Nox2, aumentando su expresión. Aun 
así, lo que nos indica es la gran e importante relación que existe entre ambas 
proteínas del citocromo b558, ya que la expresión de ningún otro miembro de la 
familia se encuentra significativamente alterada. De hecho, aprovechando este 
análisis RNAseq podemos analizar de nuevo qué miembros de la familia NADPH 
oxidasa se expresan en células Lin¯, y comparar con los datos que obtuvimos 
anteriormente. Además del gen Cybb y los genes Ncf1, Ncf2 y Ncf4, que 
corresponden a sus subunidades (p47phox, p67phox y p40phox, respectivamente), 
encontramos lecturas de los genes Nox1, de sus subunidades Noxo1 y Noxa1, y del 
gen Nox4. Esto confirma completamente el patrón de expresión que obtuvimos en 
la sección RyD.1 de este trabajo, y además asegura la presencia en estas células de 
todos los elementos necesarios para que esas enzimas sean activas (salvo, 
lógicamente, por la ausencia de Cyba en el caso de los ratones modificados). 
 




Figura 43- qPCR del gen Cybb en células Lin¯ de ratones Cyba . La gráfica 
representa el nivel de expresión relativa de Cybb en diferentes muestras de 
células Lin¯ de ratones CR Cyba  (puntos oscuros), y su media (línea negra), 
respecto a su expresión en ratones silvestres control (línea gris discontinua). 
Las diferencias significativas respecto al control se representan como *p<0,05. 
 
Tras evaluar y corroborar estos primeros resultados del RNAseq, también 
realizamos un análisis funcional de los datos mediante la plataforma informática 
RaNA-seq de la Universidad de Salamanca, para poder obtener un estudio más 
profundo de los procesos y vías celulares que pueden estar alterados en las células 
Lin¯ deficientes para el gen Cyba. 
Lógicamente, entre los procesos que cuentan con mayor cantidad de genes 
alterados por la pérdida del gen Cyba se encuentran la respuesta inmune, en 
especial la innata, y la producción de inmunoglobulinas (Fig. 44), a causa del 
aumento de expresión de genes mieloides y de inmunoglobulinas que ya hemos 
visto. Al estar involucrados tanto Cyba como Cybb, también era de esperar que 
apareciesen alterados los procesos de generación y metabolismo del anión 
superóxido y el estallido respiratorio, además de procesos relacionados con esto y 
con algunos de los genes mieloides, como la angiogénesis, la proliferación, la 
migración y la adhesión celular. Finalmente, el análisis también nos muestra que 
es probable que se encuentren alterados procesos de respuesta ante bacterias y 
virus, procesos relacionados con la fagocitosis, la regulación de la activación de 
células B, y la activación del complemento. 





Figura 44- Red del análisis funcional de procesos alterados con los 
resultados del RNAseq de células Lin¯ de ratones Cyba . Cada nodo 
representa una categoría funcional, donde su color indica el porcentaje de 
genes significativamente alterados en las células Lin¯ Cyba  que se 
encuentran anotados en dicha categoría en la base de datos de Gene Ontology, 
según la escala, y su tamaño es inversamente proporcional al p-valor del 
resultado. Las líneas muestran los genes relacionados entre diferentes 
categorías, siendo su grosor proporcional al número de genes en común. 
En cuanto al análisis de las vías alteradas, de nuevo las que muestran un 
mayor porcentaje de sus genes entre los genes alterados por la eliminación de Cyba 
son la respuesta inmune, en especial la innata, y también de forma importante la 
desgranulación de neutrófilos (Fig.  45).  Además, muchas de las vías modificadas 




Figura 45- Red del análisis funcional de vías alteradas con los resultados 
del RNAseq de células Lin¯ de ratones Cyba . Cada nodo representa una 
categoría funcional, donde su color indica el porcentaje de genes 
significativamente alterados en las células Lin¯ Cyba  que se encuentran 
anotados en dicha categoría en la base de datos (KEGG, REACTOME o 
WikiPathways), según la escala, y su tamaño es inversamente proporcional al 
p-valor del resultado. Las líneas muestran los genes relacionados entre 
diferentes categorías, siendo su grosor proporcional al número de genes en 
común. 




tienen que ver con la adhesión y la migración celular, y con la respuesta ante 
diferentes patógenos. Por último, algunas vías de señalización celular importantes, 
como la señalización por VEGF, por Rho GTPasas, por receptores de tipo NOD o 
la vía PI3K-AKT-mTOR, se encontrarían potencialmente alteradas. 
Decidimos confirmar estos datos mediante el análisis del estado de la vía 
PI3K-AKT-mTOR en ausencia de p22phox, por lo que analizamos la activación de 
AKT1 en respuesta a múltiples citoquinas hematopoyéticas en médula ósea de 
ratones CR Cyba  respecto de ratones control (Fig. 46). Como se puede observar, 
la deficiencia del gen Cyba conlleva una menor fosforilación de AKT en respuesta 
a las diferentes citoquinas, de manera que su estado de activación es menor que en 
las células control. 
  
Figura 46- Análisis del estado de activación de AKT en médula ósea de 
ratones Cyba . Imágenes representativas de western blot realizados para 
comprobar los niveles de AKT total (AKT1) y de su forma activa (pAKT1) en 
médula ósea de ratones CR Cyba  y ratones control, y en respuesta a 
estimulación con diversas citoquinas durante 30 minutos (n=4). (VINC: 
VINCULINA). 
 
La vía de señalización PI3K-AKT-mTOR está involucrada en multitud de 
procesos celulares, como progresión del ciclo celular, diferenciación, transcripción, 
traducción, apoptosis, motilidad, autofagia, y metabolismo. En la hematopoyesis 
PI3K-AKT es una de las vías más importantes en el mantenimiento de HSCs, ya 
que a través de sus efectores mTOR o los factores de transcripción FoxO está 
involucrada en la respuesta a los factores esenciales SCF 267 y CXCL12 268. De esta 
forma, una mayor activación de la vía suele estar asociada con el aumento de ROS 
y la mayor activación y diferenciación celular, mientras que la eliminación de Akt1 
y Akt2 supone la reducción de los niveles de ROS y la deficiencia del proceso de 
proliferación y diferenciación, promoviendo la pérdida de la capacidad 
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regenerativa a largo plazo de las LT-HSCs 207. Por tanto, el estado de menor 
activación de AKT de las HSCs Cyba  favorecería una mayor retención de estas en 
su estado más inmaduro. 
Además de regular el estado de las HSCs, la alteración de la vía PI3K-AKT 
también puede estar afectando al proceso de diferenciación de las células Cyba . 
El desarrollo y maduración de los linfocitos B está muy ligado a la regulación 
combinada de dos importantes receptores, el receptor de IL-7 (IL-7R) y el pre-
receptor de células B (pre-BCR), que poseen efectos prácticamente opuestos 269. En 
determinadas etapas de células pre-B la señalización de IL-7R a través de la vía 
PI3K-AKT es esencial para promover el estado proliferativo en lugar del proceso 
de recombinación de Igμ. Mediante la activación de AKT se inhibe FoxO1, 
principal factor de transcripción de los genes activadores de recombinación Rag1 y 
Rag2, facilitando la proliferación celular. En cambio, la falta de estimulación con 
IL-7 provoca la reducción en la activación de AKT, y con ello la liberación de FoxO1 
para que actúe a nivel transcripcional y active la recombinación de Igμ 269. De esta 
forma, un control defectuoso de PI3K-AKT está relacionado con un desarrollo 
inmunodeficiencia debida a la hiperactivación de PI3K, ya sea por mutaciones en 
su gen o en el de subunidades reguladoras como PTEN, que produce una mayor 
fosforilación en Ser-473 de AKT principalmente en células B circulantes 270. En la 
mayoría de casos este síndrome cursa con infecciones del tracto respiratorio, 
hiperproliferación crónica de linfocitos B y descenso en los niveles séricos de IgA 
e IgG 271. Al contrario, mutaciones que generan la supresión de PI3K o la deficiencia 
de CD19 producen una menor fosforilación de AKT y la activación de los RAG, que 
estimulan un continuo reordenamiento de los genes de Igs y un bloqueo medio 
entre los estadíos de células pro-B y pre-B 272. 
En base a esto, el defecto de activación de AKT ante cualquier citoquina 
explicaría por qué la producción de colonias pre-B bajo estimulación con IL-7 es 
mucho menor en las células de médula ósea Cyba  (Fig. 39-A) y, por tanto, también 
podría ser una de las principales causas del descenso de linfocitos B del modelo ES 
Cyba  (Fig. 34-A). A su vez, PI3K-AKT también podría ser responsable de la mayor 
expresión de genes de Igs en las células Lin¯ de ratones Cyba  (Fig. 40-A), ya que 
la falta de activación de AKT ante IL-7 promovería una menor proliferación y un 
mayor estado de reordenamiento génico de progenitores linfoides. 




RyD.5 - OTRAS VÍAS DE SEÑALIZACIÓN HEMATOPOYÉTICAS 
ALTERADAS EN CÉLULAS DE MÉDULA ÓSEA Cyba  
Dada la importancia que están demostrando las NADPH oxidasas y sus 
ROS en la señalización celular, y que el análisis transcriptómico nos ha demostrado 
que existen varias vías de señalización alteradas por la falta de p22phox en células 
Lin¯ de ratón, quisimos analizar la posible alteración de otras vías importantes para 
la hematopoyesis que puedan ser susceptibles de ser reguladas por ROS. Mientras 
-CATENINA en 
respuesta a citoquinas no mostró ninguna alteración significativa por la falta del 
gen Cyba en células de médula ósea (Fig. 47-A, B), en estas células sí se observa un 
importante descenso de los niveles de STAT5 total respecto a células control (Fig. 
47-C). 
 
Figura 47- Análisis del estado de activación de varías vías de señalización 
en médula ósea de ratones Cyba . Imágenes representativas de western blot 
realizados para comprobar los niveles de A) ERK total y de su forma activa 
(pERK), B) - -CAT), y C) STAT5 total y su forma activa 
(pSTAT5), en médula ósea de ratones CR Cyba  y ratones control, y en 
respuesta a estimulación con diversas citoquinas durante 30 minutos (n=3). 
(VINC: VINCULINA). 
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Al ver este claro descenso en STAT5, incluso en condiciones basales sin 
estimulación ninguna de las células, decidimos analizar su estado también en el 
bazo de los ratones Cyba , encontrando igualmente una gran reducción de sus 
niveles (Fig. 48-A). Los niveles de proteína CRKL, que es capaz de formar 
heterodímeros con STAT5 273, también se encuentran reducidos en médula ósea y 
bazo de ratones Cyba  (Fig. 48-A), resultado que apoya el descenso de los niveles 
de STAT5. Además, este descenso es específico de STAT5, ya que al comprobar los 
niveles de STAT3, otro miembro de la familia, no observamos ninguna diferencia 
respecto al control (Fig. 48-B). 
 
Figura 48- Análisis de los niveles de STAT5 en médula ósea y bazo de 
ratones Cyba . Imágenes representativas de western blot realizados para 
comprobar los niveles totales de A) STAT5 y CRKL (n=4), y B) STAT3 (n=3), 
en médula ósea y bazo de ratones CR Cyba  y ratones control. C) qPCR de 
los dos genes que codifican STAT5. La gráfica representa su nivel de 
expresión relativa en diferentes muestras de células Lin¯ de ratones CR     
Cyba  (puntos oscuros), y la media de cada gen (líneas negras), respecto a su 
expresión en ratones silvestres control (línea gris discontinua). 
 
Puesto que en el análisis transcriptómico no habíamos obtenido diferente 
expresión de STAT5 entre células Cyba  y células control, confirmamos mediante 
PCR cuantitativa que la expresión a nivel de ARNm tanto de Stat5a como de Stat5b 
no era diferente respecto al control (Fig. 48-C). Por tanto, el descenso que 
observamos en los niveles de STAT5 debe estar produciéndose a nivel de proteína. 
Al igual que ocurre con la vía PI3K-AKT, STAT5 también es de gran 
importancia para multitud de procesos celulares, como la proliferación, 
diferenciación, supervivencia y senescencia. Existe una gran variedad de 




receptores que activan la vía de señalización JAK-STAT5 en respuesta a gran 
cantidad de citoquinas y factores de crecimiento hematopoyéticos (IL-3, IL-5, IL-2, 
IL-7, TPO, EPO, SCF, GM- 274,275. A su vez, STAT5 regula la actividad 
de multitud de genes implicados en hematopoyesis (Mpl, Spi1, Cited2, Gata1, , 
Bmi1, Tie2, Cdk4, …) 276. Por tanto, no cabe duda de que STAT5 es un elemento 
indispensable en la regulación de la hematopoyesis, además de que, debido a esta 
gran cantidad de estímulos y receptores que promueven su activación, la respuesta 
puede ser muy diferente según el tipo celular en el que se produzca. 
En relación con células HSC, la introducción de mutantes de STAT5 activos 
constitutivamente genera una mayor capacidad de autorrenovación en éstas, tanto 
in vivo como in vitro, presumiblemente mediante una fuerte reducción de los 
silvestres 274,275. En cambio, la eliminación de STAT5 produce la pérdida de la 
quiescencia y de la expansión de las LT-HSCs 274,277, y una aparente menor 
capacidad de competir por el nicho celular en condiciones normales 274, por lo que 
la capacidad de repoblación a largo plazo de estas células se encuentra seriamente 
perjudicada. En los ratones Cyba  se daría un cuadro leve de esta situación al 
encontrar un descenso de los niveles de STAT5 en médula ósea y bazo, pero 
explicaría la mayor activación y proliferación de las HSCs Cyba  (Fig. 38). 
En cuanto a la generación de los diferentes linajes, la eliminación de STAT5 
provoca anemia y linfocitopenia 275,277. Al igual que sucede con la vía PI3K-AKT, 
JAK-STAT5 también es una vía de señalización bajo la activación del receptor de 
IL-7, que actúa generando señales proliferativas y activando genes de 
rollo 
de linfocitos B 269. La diferenciación de linfocitos T y células NK depende tanto del 
receptor de IL-7 como del receptor de IL-2, que también actúa a través de STAT5, 
por lo que el déficit de STAT5 también conlleva la reducción de estos tipos celulares 
275. Por todo ello, al igual que la menor activación de AKT, la reducción de los 
niveles de STAT5 en la médula ósea y bazo de ratones Cyba  puede estar 
provocando el déficit en la maduración de células B, e incluso de células T, 
generando así la reducción de linfocitos en los ratones ES Cyba  (Fig. 34-A). Y 
también, la mayor expresión de genes de Igs en las células Lin¯ de ratones Cyba  
(Fig. 40-A), por la menor activación de señales de proliferación y supervivencia y 
la menor inhibición del reordenamiento de cadenas  variables. 
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Finalmente, en células de médula ósea y bazo de ratones CR Cyba  también 
encontramos un aumento en los niveles de MYC (Fig. 49). C-MYC es un factor de 
transcripción implicado en la regulación de muchos procesos biológicos, como el 
ciclo celular, apoptosis, crecimiento celular, angiogénesis y diferenciación. Se 
estima que alrededor del 10% de genes humanos pueden encontrarse bajo el 
control directo de la red de c-MYC 278, lo que da una idea de su gran importancia 
en la regulación celular. De hecho, la eliminación constitutiva de Myc es inviable 
en ratones, produciendo la muerte de los embriones debido a una angiogénesis y 
hematopoyesis defectuosa 279,280. Por tanto, c-MYC es un elemento fundamental de 
la hematopoyesis. 
 
Figura 49- Análisis de los niveles de MYC en médula ósea y bazo de ratones 
Cyba . Imagen representativa de western blot realizado para comprobar los 
niveles totales de MYC en médula ósea y bazo de ratones CR Cyba  y ratones 
control (n=3). 
 
C-MYC se expresa prácticamente en todas las células en proliferación, 
promoviendo la activación del ciclo celular. Dentro de las células hematopoyéticas 
sus niveles varían según el estado de diferenciación de las células: su expresión es 
mucho más elevada en las HSPCs, que se encuentran en proliferación y expansión, 
que en las células maduras diferenciadas 281. Esta alta expresión en HSPCs no encaja 
muy bien con las LT-HSCs más inmaduras, ya que al encontrarse en estado 
quiescente lo lógico es que no tuvieran una gran expresión de c-MYC. La clave de 
ello es que a su vez poseen una gran expresión de Fbxw7, que codifica una de las 
principales ubiquitina ligasas encargadas de eliminar a c-MYC en HSCs 282. Así, los 
niveles reales de c-MYC en las LT-HSCs quiescentes son muy bajos, mientras que 
durante su activación a LT-HSCs activas y su paso a ST-HSCs y MPPs, que 




necesitan expandirse y proliferar, van aumentando por la menor expresión de 
Fbxw7 282. 
La eliminación de c-MYC genera la acumulación de las HSCs más 
inmaduras, y una citopenia y anemia severas por la falta de reposición de las 
células más maduras 283,284. Esto se debe a que las LT-HSCs más quiescentes, que ya 
poseían muy bajos niveles de c-MYC, no se ven alteradas por su eliminación y son 
capaces de proliferar por algún mecanismo independiente de c-MYC, o incluso 
porque N-MYC compense sus funciones 281. Sin embargo, c-MYC sí sería necesario 
para su activación y paso a HSPCs, ya sea por su activación del ciclo celular, o 
porque la eliminación de c-MYC supone la sobreexpresión de multitud de 
moléculas de adhesión al nicho celular y las LT-HSCs podrían estar quedando 
retenidas 283. Por otra parte, el aumento de c-MYC por eliminación del gen Fbxw7 
supone una importante reducción del número de HSCs, principalmente de LT-
HSCs, de manera que promueve su mayor activación y avance por el proceso de 
maduración 282. De esta forma, los mayores niveles de c-MYC que encontramos en 
médula ósea de ratones Cyba  también pueden estar favoreciendo, al menos en 
parte, la mayor activación y proliferación de las HSCs Cyba  (Fig. 38). 
Además de ser un gran promotor de la proliferación, uno de los primeros 
efectos descritos para c-MYC fue la inhibición de la diferenciación celular 285. Por 
ello, para que la mayoría de tipos celulares puedan pasar del estado de 
proliferación a su estado final de diferenciación es necesario que reduzcan sus 
niveles de c-MYC. Esta es la razón por la que muchos de los factores de 
transcripción que regulan los procesos de diferenciación hematopoyética, como 
-1, o IKAROS, reprimen la expresión de c-MYC 286,287. La 
sobreexpresión de c-MYC en células hematopoyéticas genera un gran aumento 
inicial del número de células B, monocitos y granulocitos en los órganos 
hematopoyéticos, pero tras normalizarse, acaba por desencadenar linfomas de 
células T 288. Si el desarrollo de células T se encuentra bloqueado, la sobreexpresión 
de c-MYC promueve la aparición de neoplasias de células pre-B, pre-T, 
progenitores multilinfoides o macrófagos 288, evidenciando el marcado carácter 
oncogénico de este gen. En la diferenciación y maduración de linfocitos B, c-MYC 
se encuentra bajo la activación del receptor BCR y sus niveles varían según la etapa 
de maduración, encontrándose aumentado en los estados de mayor proliferación 
289,290. Su expresión constitutiva en células B, mediante su transposición en el locus 
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-B en médula ósea, 
mientras que no se observan diferencias en células pro-B ni en células B inmaduras 
291. A su vez, se genera un aumento significativo de células B CD5+ en la cavidad 
peritoneal, y un descenso en el número de células B de memoria y células 
plasmáticas maduras, debido a que la sobreexpresión de c-MYC induce una mayor 
apoptosis de las células B en su estado de diferenciación final 291.  
En base a esto, los elevados niveles de c-MYC en médula ósea y bazo de 
ratones Cyba  pueden estar alterando el proceso de diferenciación celular de los 
linfocitos B, provocando la menor capacidad de formación de colonias de los 
progenitores linfoides CR Cyba  (Fig. 39-A), y la reducción de linfocitos B en 
ratones ES Cyba  (Fig. 34-A). Pero, sobre todo, el aumento de c-MYC podría ser el 
causante del descenso de células B de memoria y del aumento de células B1 
observado con la pérdida de actividad Nox2, y extrapolable al modelo Cyba , 
siendo así causante de la mayor producción de anticuerpos naturales. 
 
Por tanto, el descubrimiento de estas nuevas vías de regulación alteradas 
amplia los mecanismos a través de los que se pueden estar produciendo los 
defectos hematopoyéticos que hemos encontrado en los modelos de ratón Cyba . 
Por un lado, la menor quiescencia y mayor activación de las HSCs Cyba  (Fig. 38) 
puede estar promovida tanto por el acusado descenso de los niveles de STAT5 (Fig. 
48-A) como por el aumento de c-MYC en la médula ósea (Fig. 49). De forma general 
esto supondría el agotamiento de las poblaciones de HSCs por su avance en la 
maduración, y con ello la pérdida de su capacidad de repoblación hematopoyética. 
Pero las HSCs Cyba  también cuentan con una menor activación de AKT (Fig. 46), 
lo cual podría estar impidiendo el completo avance de las LT-HSCs hacia la 
diferenciación y promoviendo su mayor autorrenovación. Así, nos encontraríamos 
con la mayor activación y proliferación de HSCs, pero que serían capaces de 
aumentar su número y mantener la repoblación hematopoyética, similar a lo que 
sucede en nuestros modelos. 
Por otro lado, el descenso en el número de linfocitos B podría deberse a la 
acción conjunta de las tres vías, ya que todas ellas se encuentran bajo la activación 
de los principales receptores involucrados en el desarrollo de linfocitos B: IL-7R 
(AKT y STAT5) y BCR (c-MYC). La menor activación de AKT y STAT5 estaría 
causando la falta de respuesta ante la citoquina IL-7, provocando así que las células 
pro-B entren en un estado continuo de reordenamiento génico de Igs en lugar de 




entrar en proliferación, y por ello sufriendo un bloqueo en su desarrollo (Fig. 39-
A) y la mayor expresión de Igs en etapas más inmaduras (Fig. 40-A). A su vez, los 
mayores niveles de c-MYC estarían inhibiendo la diferenciación celular, y en 
concreto alterando la maduración de linfocitos B en médula ósea, pero también 
podrían estar provocando el aumento de linfocitos B1 y con ello la mayor 
producción de Igs. 
 
 
RyD.6 - CAPACIDAD DE REPOBLACIÓN DE LA 
HEMATOPOYESIS IN VIVO MEDIANTE TRASPLANTE 
COMPETITIVO DE MÉDULA ÓSEA Cyba  
Teniendo en cuenta nuestros resultados hasta ahora, la eliminación de 
p22phox provoca un incremento en el número y la capacidad proliferativa de HSPCs, 
de manera que nos planteamos la posibilidad de que estas características ofrecieran 
a las células Cyba  una ventaja a la hora de repoblar la médula ósea en casos de 
trasplante hematopoyético. Para analizar esto decidimos realizar experimentos de 
trasplante competitivo de médula ósea, que son similares al trasplante completo 
realizado anteriormente, pero en este caso la nueva médula ósea que introducimos 
en los animales no procede sólo de un ratón donante Cyba  o de uno control, sino 
que introducimos un 50% de células del ratón problema (Cyba  o control) junto a 
otro 50% de células silvestres que actúan como células en competición. 
 
Figura 50- Esquema del modelo de trasplante de médula ósea competitivo. 
Más información en el texto. 
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Para poder diferenciar entre unas células y otras durante el trasplante 
utilizamos ratones con distinto isotipo del marcador hematopoyético CD45, de 
manera que las células de los ratones ES Cyba  que expresan el isotipo CD45.1+ se 
pusieron en competición con células de ratones silvestres CD45.2+, y para los 
trasplantes control utilizamos células de ratones C57BL/6J silvestres CD45.1+ y 
CD45.2+ (Fig. 50). De esta forma podemos evaluar el comportamiento de las células 
Cyba  frente a células silvestres, y si poseen algún tipo de ventaja de anidamiento 
o de proliferación respecto a éstas. 
Como se puede observar en la Figura 51-A, los ratones trasplantados con 
células ES Cyba  muestran un claro aumento de la población celular CD45.1+ con 
el paso de las semanas, respecto a los ratones trasplantados con células control. 
Estos datos sugieren que la falta de p22phox aporta una ventaja de repoblación 
hematopoyética a las células. 
 
Figura 51- Análisis de la evolución de células CD45.1+ tras el trasplante 
competitivo con células Cyba . A) Evolución del quimerismo de células 
CD45.1+ en sangre periférica a lo largo de 18 semanas postrasplante. Se 
representa la media ± DE (n=6). B) Quimerismo de células CD45.1+ en los 
diferentes compartimentos hematopoyéticos a las 24 semanas postrasplante. 
La gráfica representa el porcentaje de células CD45.1+ en cada compartimento 
de los ratones del grupo control (puntos claros) y del grupo ES Cyba  (puntos 
oscuros), y la media de cada grupo de experimento (líneas). Las diferencias 
significativas respecto al control se representan como ***p<0,001. 
 
24 semanas tras la realización del trasplante analizamos las poblaciones 
celulares de los ratones en los diferentes compartimentos hematopoyéticos. Como 
se observa en la Figura 51-B, en todos los compartimentos hay un porcentaje de 




quimerismo para las células Cyba  mucho más elevado que en los ratones control. 
En cuanto a los linajes celulares, mientras que en sangre periférica no se observa 
ningún cambio significativo, en médula ósea encontramos un aumento en la 
población de granulocitos y un descenso en las de linfocitos B y T, además de en 
monocito-macrófagos (Fig. 52). Por tanto, vemos que este trasplante competitivo 
está reproduciendo en parte los resultados del modelo ES Cyba , donde 
observábamos el aumento de células mieloides y descenso de linajes linfoides, 
tanto B como T (Fig. 34-A), a pesar de que, en este caso, en el bazo sí se observa un 
aumento del porcentaje de linfocitos B (Fig. 52). 
 
Figura 52- Análisis de las poblaciones celulares hematopoyéticas generadas 
por las células CD45.1+ tras el trasplante competitivo de células Cyba . Las 
gráficas representan el porcentaje de células de cada población, generadas a 
partir de las células CD45.1+, en los ratones del grupo control (puntos claros) 
y del grupo ES Cyba  (puntos oscuros), y la media de cada grupo de 
experimento (líneas). CD11b+ Gr1+: granulocitos; CD11b+ Gr1¯: monocito 
/macrófagos; CD3+: linfocitos T; CD19+/B220+: linfocitos B. Las diferencias 
significativas respecto al control se representan como *p<0,05; **p<0,01. 
 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
137 
 
Las poblaciones de HSCs Cyba  de estos trasplantes muestran un 
significativo aumento de las ST-HSCs y los MPPs, por el cuál la población general 
de células madre inmaduras (LSKs) también aumenta significativamente (Fig. 53). 
Las células progenitoras (LKs) sufren un pequeño aumento, pero que no llega a ser 
significativo. Así, de nuevo se sigue confirmando que la eliminación de p22phox 
proporciona una mayor acumulación de HSCs en la médula ósea. 
 
Figura 53- Análisis de las HSPCs generadas por las células CD45.1+ tras el 
trasplante competitivo de células Cyba . Las gráficas representan el 
porcentaje de células de cada población celular dentro de la población de 
células Lin¯, generadas a partir de las células CD45.1+, en los ratones del 
grupo control (puntos claros) y del grupo ES Cyba  (puntos oscuros), y la 
media de cada grupo de experimento (líneas). Las diferencias significativas 
respecto al control se representan como *p<0,05; **p<0,01. 
 
Para la realización de este experimento utilizamos un ratón C57BL/6J 
silvestre como donante de células control, por lo que cabe la posibilidad de que 
parte del efecto que observamos se deba a la pequeña variación en el fondo 
genético que puede poseer el modelo de ratón ES Cyba  debido al origen de las 
células ES. Por ello, decidimos repetir el experimento empleando como donantes 
ratones ES Cyba  y ES Cyba+ + pertenecientes a la misma camada, y así igualar en 
cierta manera ese posible fondo genético. 
Al realizar este nuevo ensayo seguimos encontrando el efecto de ventaja 
de la repoblación hematopoyética por parte de las células ES Cyba  (Fig. 54-A), 
que, aunque de forma más sutil, también sigue propiciando un mayor quimerismo 
de éstas en todos los compartimentos 24 semanas tras el trasplante (Fig. 54-B). 





Figura 54- Análisis de la evolución de células CD45.1+ tras el trasplante 
competitivo con células ES Cyba+ + y Cyba . A) Evolución del quimerismo 
de células CD45.1+ en sangre periférica a lo largo de 18 semanas 
postrasplante. Se representa la media ± DE (n=6). B) Quimerismo de células 
CD45.1+ en los diferentes compartimentos hematopoyéticos a las 24 semanas 
postrasplante. La gráfica representa el porcentaje de células CD45.1+ en cada 
compartimento de los ratones del grupo control ES Cyba+ + (puntos claros) y 
del grupo ES Cyba  (puntos oscuros), y la media de cada grupo de 
experimento (líneas). Las diferencias significativas respecto al control se 
representan como *p<0,05; **p<0,01. 
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Figura 55 (página anterior)- Análisis de las poblaciones celulares 
hematopoyéticas generadas por las células CD45.1+ tras el trasplante 
competitivo de células ES Cyba+ + y Cyba . Las gráficas representan el 
porcentaje de células de cada población, generadas a partir de las células 
CD45.1+, en los ratones del grupo control ES Cyba+ + (puntos claros) y del 
grupo ES Cyba  (puntos oscuros), y la media de cada grupo de experimento 
(líneas). CD11b+ Gr1+: granulocitos; CD11b+ Gr1¯: monocito/macrófagos; 
CD3+: linfocitos T; CD19+/B220+: linfocitos B. Las diferencias significativas 
respecto al control se representan como *p<0,05; ***p<0,001. 
 
En cuanto a los linajes celulares originados, tanto en sangre periférica como 
en médula ósea observamos que las células ES Cyba  generan un menor porcentaje 
de linfocitos B respecto a las células ES Cyba+ + control, además de un aumento 
significativo de monocito-macrófagos en médula ósea, y una tendencia al aumento 
de granulocitos (Fig. 55). De nuevo, estos datos se identifican en cierta manera con 
las alteraciones iniciales de los ratones Cyba , aunque de forma menos clara, 
puesto que en el bazo no encontramos ninguna diferencia y en sangre periférica 
puede haber una tendencia a la baja de células mieloides. Además, sorprenden-
temente en este caso encontramos un importante aumento de linfocitos T que no 
habíamos visto hasta ahora. 
 
Figura 56- Análisis de las HSPCs generadas por las células CD45.1+ tras el 
trasplante competitivo de células ES Cyba+ + y Cyba . Las gráficas 
representan el porcentaje de células de cada población celular dentro de la 
población de células Lin¯, generadas a partir de las células CD45.1+, en los 
ratones del grupo control ES Cyba+ + (puntos claros) y del grupo ES Cyba  
(puntos oscuros), y la media de cada grupo de experimento (líneas). Las 
diferencias significativas respecto al control se representan como *p<0,05. 




Por último, respecto a las HSPCs de los ratones trasplantados se puede ver 
que las células ES Cyba  presentan un porcentaje significativamente mayor de LT-
HSCs, junto con una tendencia al alza de MPPs, que las células ES Cyba+ + control 
(Fig. 56). Además, las células progenitoras (LKs) también muestran un aumento 
significativo de su población. 
Con los resultados de estos dos modelos de trasplante podemos confirmar 
que la eliminación de p22phox en células de médula ósea genera ventaja en la 
regeneración hematopoyética tras un trasplante de médula ósea. Los factores que 
pueden estar promoviendo este efecto serían varios: las células Cyba  de médula 
ósea trasplantadas se encuentran enriquecidas en poblaciones de HSCs (Fig. 35), y 
estas HSCs Cyba  presentan un aumento de su capacidad de proliferación (Fig. 
38). Además de esto, se ha demostrado que la inhibición de AKT en progenitores 
hematopoyéticos de forma previa a un trasplante de médula ósea aumenta la 
capacidad de anidamiento e injerto de las células 292. Esta inhibición aportaría 
beneficios como preservar las características de célula madre de las HSCs, mejorar 
su capacidad de migración a la médula ósea, y la regulación de la expresión de 
integrinas como CD18 y CD49d 292. De esta forma, la menor activación de AKT que 
presentan las células de médula ósea Cyba  (Fig. 46) puede estar potenciando su 
capacidad de anidamiento y repoblación hematopoyética tras el trasplante. Por 
último, aunque con el modelo estadístico del RNAseq el p-valor ajustado deja de 
ser significativo, en las células Lin¯ de ratones Cyba  observamos una mayor 
expresión de Cxcr4 (Fig. 57), efecto que también sucede en progenitores 
hematopoyéticos procedentes de células iPSC humanas deficientes en p22phox 256. 
CXCR4 es uno de los receptores de quimioquinas más importantes para el 
mantenimiento de HSCs, y también es fundamental para la quimiotaxis y 
anidamiento de éstas durante el trasplante de médula ósea 293. 
  
Figura 57- Expresión relativa de Cxcr4 en 
el análisis RNAseq de células Lin¯ de 
ratones Cyba . Diagrama de caja que 
muestra la distribución del valor de 
expresión (normalizado como TPM) del 
gen Cxcr4 (n=2). 
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Por otro lado, durante el trasplante de médula ósea completo no 
encontramos el característico sesgo hacia la línea mieloide de los modelos Cyba , 
de manera que pensamos que podía ser un efecto influenciado por la pérdida de 
p22phox en el nicho celular. Sin embargo, mediante estos trasplantes de médula ósea 
competitivos, donde igualmente tenemos un nicho hematopoyético normal, 
encontramos alteraciones de los linajes que recuerdan en parte a los de los modelos 
Cyba , aunque son menos consistentes en algunos casos (por ejemplo, en los 
resultados obtenidos en los bazos). También tenemos los datos de formación de 
colonias, donde no existe nicho celular alguno y encontramos un claro defecto de 
los progenitores B, pero solo una tendencia al aumento de la capacidad 
hematopoyética de los progenitores mieloides. Por todo ello, pensamos que el 
sesgo hacía la línea mieloide de los modelos Cyba  durante la diferenciación 
hematopoyética se debe a la mezcla de ambas situaciones, tanto a un efecto 
intrínseco de las células Cyba , como a la falta de p22phox en el nicho celular. De 
esta forma, cuando no hay nicho celular o éste es normal las células Cyba  solo 
llegan a mostrar alteraciones leves en su diferenciación. 
 
 
RyD.6.A - Capacidad de repoblación de la hematopoyesis a largo plazo 
mediante trasplante secundario de médula ósea Cyba  
Durante la realización de nuestros experimentos de trasplante de médula 
ósea competitivo con ratones ES Cyba+ + y ES Cyba  decidimos aprovechar para 
realizar un trasplante secundario y evaluar la capacidad de repoblación 
hematopoyética de las células ES Cyba  a largo plazo. Para ello, utilizamos la 
médula ósea de ratones previamente trasplantados de forma competitiva como 
donantes para un nuevo trasplante (Fig. 58). Puesto que el quimerismo entre 
células Cyba+ + / Cyba  y las células en competición en los ratones donantes no 
estaba igualado, reequilibramos el porcentaje de células CD45.1+ en ambos grupos 
a un 50% con células de médula ósea de otro ratón C57BL/6J silvestre (CD45.2+), 
antes de trasplantarlas en los receptores. 





Figura 58- Esquema del modelo de trasplante de médula ósea secundario 
competitivo. Más información en el texto. 
 
Realizamos el análisis de este experimento de forma similar a los 
anteriores, analizando la evolución de las células CD45.1+ en sangre periférica con 
el paso de las semanas, y los diversos compartimentos hematopoyéticos 24 
semanas postrasplante, todo ello mediante citometría. 
 
Figura 59- Análisis de la evolución de células CD45.1+ tras el trasplante 
secundario con células ES Cyba+ + y Cyba . A) Evolución del quimerismo 
de células CD45.1+ en sangre periférica a lo largo de 18 semanas 
postrasplante. Se representa la media ± DE (n=7). B) Quimerismo de células 
CD45.1+ en los diferentes compartimentos hematopoyéticos a las 24 semanas 
postrasplante. La gráfica representa el porcentaje de células CD45.1+ en cada 
compartimento de los ratones del grupo control ES Cyba+ + (puntos claros) y 
del grupo ES Cyba  (puntos oscuros), y la media de cada grupo de 
experimento (líneas). Las diferencias significativas respecto al control se 
representan como *p<0,05; **p<0,01. 
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En este caso, durante su evolución postrasplante observamos una 
disminución del quimerismo en ambos grupos experimentales (Fig. 59-A), 
posiblemente debido a que las células en competición utilizadas procedían de 
ratones más jóvenes (10 semanas de edad), por lo que su capacidad de repoblación 
seguramente fuese mayor que la de las células procedentes del trasplante primario 
(cuyos ratones de origen tendrían 30 semanas de edad). Aun así, los ratones 
trasplantados con las células ES Cyba  mantienen un porcentaje de células 
CD45.1+ significativamente superior a los ratones ES Cyba+ + control. Además, al 
analizar los diferentes compartimentos sanguíneos también se observa que los 
ratones trasplantados con células ES Cyba  presentan un mayor porcentaje de 
quimerismo en todos sus compartimentos (Fig. 59-B). Por tanto, a largo plazo se 
sigue manifestando el mayor poder de repoblación de las células deficientes en 
p22phox, en comparación con células silvestres. 
 
Figura 60- Análisis de las poblaciones celulares hematopoyéticas generadas 
por las células CD45.1+ tras el trasplante secundario de células ES Cyba+ + 
y Cyba . Las gráficas representan el porcentaje de células de cada población, 
generadas a partir de las células CD45.1+, en los ratones del grupo control ES 




Cyba+ + (puntos claros) y del grupo ES Cyba  (puntos oscuros), y la media de 
cada grupo de experimento (líneas). CD11b+ Gr1+: granulocitos; CD11b+ 
Gr1¯: monocito/macrófagos; CD3+: linfocitos T; CD19+/B220+: linfocitos B. 
Las diferencias significativas respecto al control se representan como *p<0,05; 
**p<0,01; ***p<0,001. 
Centrándonos en los linajes generados por las células CD45.1+, las células 
ES Cyba  mantienen la línea de resultados obtenidos hasta ahora: encontramos 
una gran reducción en el porcentaje de linfocitos B en todos los compartimentos, y 
una tendencia al aumento de granulocitos también en todos ellos, aunque sólo 
significativa en el caso de la médula ósea (Fig. 60). 
Finalmente, al contrario que en el trasplante primario, el porcentaje de 
poblaciones de HSPCs tras el trasplante secundario no mostró ninguna diferencia 
entre las células ES Cyba  y las células ES Cyba+ + control (Fig. 61). Este resultado 
puede indicar que a muy largo plazo se podría terminar perdiendo la mayor 
capacidad de proliferación y autorrenovación que confiere el déficit de p22phox a las 
HSCs. 
 
Figura 61- Análisis de las HSPCs generadas por las células CD45.1+ tras el 
trasplante secundario de células ES Cyba+ + y Cyba . Las gráficas 
representan el porcentaje de células de cada población celular dentro de la 
población de células Lin¯, generadas a partir de las células CD45.1+, en los 
ratones del grupo control ES Cyba+ + (puntos claros) y del grupo ES Cyba  
(puntos oscuros), y la media de cada grupo de experimento (líneas). 
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RyD.7 - CAPACIDAD DE REPOBLACIÓN DE LA 
HEMATOPOYESIS IN VIVO MEDIANTE TRASPLANTE 
COMPETITIVO DE MÉDULA ÓSEA DE RATONES Nox1 , 
Cybb  O Nox4  
Los resultados hasta ahora demuestran que p22phox posee importantes 
funciones dentro de la hematopoyesis in vivo, tanto en la homeostasis de HSPCs 
como en el proceso de diferenciación hematopoyética. Pero p22phox puede realizar 
estas funciones a través de la unión a cualquiera de las tres NADPH oxidasas que 
encontramos presentes en células Lin¯ (Nox1, Nox2 y Nox4), por lo que nuestro 
siguiente paso fue investigar cuáles de ellas podrían ser las enzimas involucradas 
en estos efectos. Para ello, adquirimos ratones carentes de estas NADPH oxidasas, 
tanto de Nox1 (Nox1 ) como de Nox2 (Cybb ) y de Nox4 (Nox4 ), y realizamos 
nuevos experimentos de trasplante competitivo de médula ósea usándolos como 
donantes, para comprobar si obteníamos los mismos efectos vistos con los ratones 
ES Cyba . Los ratones deficientes de las diferentes Nox presentan el isotipo 
CD45.2+, de manera que en este caso las células en competición que utilizamos 
fueron células CD45.1+. 
La evolución en sangre periférica de las células Nox1  y Cybb  presenta 
un pequeño incremento en su quimerismo (Fig. 62-A, B), al igual que sucedía en 
los trasplantes competitivos de médula ósea con las células Cyba , mientras que 
las células Nox4  no poseen ningún tipo de ventaja de repoblación, ya que se 
mantienen en el 50% de quimerismo inicial durante todo el tiempo (Fig. 62-C). De 
esta manera, parece que tanto Nox1 como Nox2 podrían estar implicadas en el 
efecto de ventaja de repoblación hematopoyética que presentan las células con 
deleción de p22phox, mientras que Nox4 no estaría involucrada en ese proceso. 
En este caso nuestros resultados no concuerdan con los obtenidos 
anteriormente mediante trasplantes hematopoyéticos de células Cybb  251,257. Los 
anteriores reportes muestran un pequeño aumento de la capacidad de repoblación 
de las células Cybb  a corto plazo, igual que en nuestros experimentos, pero con el 
tiempo van perdiendo esa capacidad y terminan por suponer un pequeño 
porcentaje del número de células hematopoyéticas. Respecto al trabajo de Weisser 
et al. 257, el diseño del experimento no es estrictamente el mismo, ya que ellos 




realizan el trasplante mediante un número muy limitado de HSCs purificadas, 
mientras que nosotros utilizamos 3.000.000 de células de médula ósea en la que 
únicamente hemos eliminado las células de la serie roja. Además, para la detección 
de las células mediante citometría ellos infectaron sus células mediante vectores 
lentivirales, mientras que nosotros utilizamos células con un distinto isotipo de 
CD45, y por tanto sin modificar. De esta forma, es posible que el mayor número de 
células de nuestros experimentos, o la presencia de una mayor cantidad de tipos 
celulares maduros, sea capaz de mantener en el tiempo esa ventaja de repoblación 
inicial de los trasplantes. También, la alteración de las células mediante la infección 
lentiviral es posible que provoque algún tipo de respuesta negativa que reduzca la 
capacidad regenerativa de las células en sus experimentos. Otra posible causa sería 
un diferente estado de inflamación de los animales, ya que en su estudio han 
Figura 62- Análisis de la evolución de células CD45.2+ tras el trasplante 
competitivo con células Nox1 , Cybb  o Nox4 . Evolución del quimerismo 
de células CD45.2+ en sangre periférica a lo largo de 18 semanas tras el 
trasplante competitivo con células A) Nox1  (n=11), B) Cybb  (n=11), y C) 
Nox4  (n=10). Se representa la media ± DE, y las diferencias significativas 
respecto al control como *p<0,05; **p<0,01. 
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relacionado la mayor presencia de IL-
defectuosa de las HSCs. Así, mientras que los ratones Cybb  que adquirimos y 
utilizamos nosotros no presentaban ningún tipo de alteración ni de inflamación, 
ellos comentan en su artículo que no utilizaron animales con infecciones abiertas, 
lo cual hace pensar que sí pudieran utilizar animales con algún otro tipo de 
inflamación o patología, y por ello distintos niveles de IL-
respecto al trabajo de Adane et al. 251, sí que utilizan células de médula ósea 
completa, similar a nosotros, pero de nuevo un número mucho más limitado de 
ellas, por lo que podría haber una diferente respuesta del entorno ante la diferente 
celularidad. 
  




Figura 63 (página anterior)- Análisis de las poblaciones celulares 
hematopoyéticas generadas por las células CD45.2+ tras el trasplante 
competitivo con células Nox1 , Cybb  o Nox4 . Las gráficas representan el 
porcentaje de células de cada población, generadas a partir de las células 
CD45.2+, en los ratones del grupo silvestre control (puntos grises) y de los 
grupos (A, C, E) Nox1  (puntos verdes), Cybb  (puntos azules), y (B, D, F) 
Nox4  (puntos dorados), y la media de cada grupo de experimento (líneas). 
CD11b+ Gr1+: granulocitos; CD11b+ Gr1¯: monocito/macrófagos; CD3+: 
linfocitos T; CD19+/B220+: linfocitos B. Las diferencias significativas respecto 
al control se representan como *p<0,05. 
 
En cuanto a la regeneración de los linajes maduros, el déficit de Nox1 no 
muestra la alteración de ninguna población, mientras que en los ratones 
trasplantados con células Cybb  sólo se observa un pequeño descenso en el 
porcentaje de granulocitos en médula ósea, que no llega a ser significativo (Fig. 63-
E). En cambio, al eliminar Nox4 nos encontramos con un aumento de granulocitos 
en médula ósea y un descenso de linfocitos B en sangre periférica, acompañado del 
aumento de linfocitos T (Fig. 63-F, B). Estas alteraciones recuerdan en cierta 
medida a los cambios obtenidos mediante el trasplante competitivo con células ES 
Cyba  (Fig. 55). Por tanto, Nox4 puede estar implicada en la regulación de la 
diferenciación hematopoyética vista con la eliminación de p22phox. 
Finalmente, respecto a las HSPCs no se observa ningún cambio 
significativo cuando las células trasplantadas carecen de Nox1, Nox2 o Nox4, 
únicamente se puede ver una pequeña tendencia al aumento del porcentaje de LT-
HSCs y ST-HSCs en algunos ratones del grupo Cybb  (Fig. 64-A). De esta forma, 
no podemos concluir que ninguna de ellas sea la responsable del aumento de HSCs 
visto tras el trasplante competitivo con células ES Cyba , sino que posiblemente 
este efecto se deba a la inhibición conjunta de varias. En este caso, situaríamos a 
Nox2 como una de las enzimas seguramente participantes, ya que es la única que 
muestra un aumento leve de HSCs tras el trasplante, y como hemos dicho 
anteriormente, su eliminación produce el aumento de HSPCs en el ratón 231,257. 
 
Figura 64 (página siguiente)- Análisis de las HSPCs generadas por las 
células CD45.2+ tras el trasplante competitivo con células Nox1 , Cybb  o 
Nox4 . Las gráficas representan el porcentaje de células de cada población 
celular dentro de la población de células Lin¯, generadas a partir de las células 
CD45.2+, en los ratones del grupo silvestre control (puntos grises) y de los 
grupos A) Nox1  (puntos verdes), Cybb  (puntos azules), y B) Nox4  
(puntos dorados), y la media de cada grupo de experimento (líneas). 






RyD.7.A - Capacidad de repoblación de la hematopoyesis a largo plazo 
mediante trasplante secundario de médula ósea Nox1 , Cybb  o Nox4
Al igual que hicimos en el caso de los trasplantes con células Cyba , 
decidimos analizar la hematopoyesis a largo plazo de las células Nox1 , Cybb  y 
Nox4 , realizando trasplantes secundarios a partir de la médula ósea de los ratones 
de trasplantes primarios. En esta ocasión inyectamos la médula ósea donante en 
los ratones receptores sin reequilibrar los isotipos de CD45, con el mismo 
porcentaje de células CD45.1+ y CD45.2+ que poseían en ese momento, y 
analizamos su evolución durante el trasplante desde ese punto. 
La evolución del quimerismo en sangre periférica en estos trasplantes 
secundarios nos demuestra que la ventaja de repoblación hematopoyética 
observada en el trasplante primario por las células Nox1  y Cybb  se potencia 
durante el trasplante secundario, donde aumenta desde un 60% y un 53% de las 
células trasplantadas, respectivamente (Fig. 65-A, C), hasta más de un 80% de las 




células presentes en sangre periférica a las 18 semanas del trasplante (Fig. 65-B, D), 
mientras que las células control se mantienen alrededor del mismo 40% de 
quimerismo inicial. Esto confirma la mayor capacidad de repoblación 
Figura 65- Análisis de la evolución de células CD45.2+ tras el trasplante 
secundario con células Nox1 , Cybb o Nox4 . (A, C, E) Porcentaje de 
células CD45.2+ en la médula ósea de los ratones del trasplante primario 
utilizados como donantes para el trasplante secundario. (B, D, F) Evolución 
del quimerismo de células CD45.2+ en sangre periférica a lo largo de 18 
semanas tras el trasplante secundario con células Nox1 , Cybb  y Nox4 . Se 
representa la media ± DE (n=6), y las diferencias significativas respecto al 
control como ***p<0,001. 
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hematopoyética de estas células, y en el caso de las células Cybb  además valida 
nuestros resultados obtenidos durante los trasplantes primarios, a diferencia de los 
resultados de anteriores publicaciones 251,257. En cambio, en el caso de las células 
Nox4 , el quimerismo se mantiene prácticamente igual que en los niveles de 
partida durante todo el trasplante (Fig. 65-E, F), lo mismo que sucede con las 
células del grupo control, demostrando nuevamente que no tiene ningún efecto 
sobre la repoblación hematopoyética. 
La distribución de los diferentes linajes maduros y de las HSPCs en los 
ratones trasplantados con células Nox1  y Cybb  no mostró ninguna diferencia 
significativa respecto al control (datos no mostrados), al igual que sucedió durante 
el trasplante primario. En cuanto a los ratones con células Nox4 , tampoco 
encontramos diferencias significativas en las poblaciones celulares de los 
diferentes compartimentos (datos no mostrados), por lo que las células que 
regeneran la hematopoyesis a largo plazo parecen perder esa capacidad de regular 
la diferenciación que observamos durante el trasplante primario (Fig. 63-B, F). Sin 
embargo, en las poblaciones de HSPCs sí encontramos grandes cambios por la 
pérdida de Nox4: una reducción significativa de las poblaciones de ST-HSC y MPP, 
lo que hace que las LSKs en general disminuyan, y un descenso drástico en la 
población de células progenitoras hematopoyéticas (Fig. 66). 
Figura 66- Análisis de las HSPCs generadas por las células CD45.2+ tras el 
trasplante secundario con células Nox4 . Las gráficas representan el 
porcentaje de células de cada población celular dentro de la población de 
células Lin¯, generadas a partir de las células CD45.2+, en los ratones del 
grupo silvestre control (puntos grises) y del grupo Nox4  (puntos dorados), 
y la media de cada grupo de experimento (líneas). Las diferencias 
significativas respecto al control se representan como *p<0,05; **p<0,01. 




Este resultado nos indica que Nox4 puede ser una proteína muy importante 
para el mantenimiento de las HSPCs a largo plazo, y sin la cual las poblaciones 
hematopoyéticas inmaduras pueden terminar viéndose afectadas. De hecho, la 
inhibición de la actividad de Nox4 podría ser entonces la causante de que las 
células HSC Cyba  pierden a largo plazo, durante el trasplante secundario (Fig. 
61), la mayor presencia que tenían en los trasplantes primarios (Fig. 53 y 56). 
 
En conclusión, Nox1 y Nox2 han demostrado que intervienen sobre la 
capacidad de repoblación hematopoyética, ya que al ser eliminadas las células 
obtienen cierta ventaja de repoblación respecto a células normales. Este efecto 
puede ser menor a corto plazo, durante el trasplante primario, y potenciarse si 
ambas enzimas son inhibidas, como demuestra el mayor porcentaje de quimerismo 
alcanzado con la eliminación del gen Cyba. Sin embargo, es un efecto 
completamente evidente a largo plazo, como se observa en nuestros experimentos 
de trasplante secundario, donde alcanzan un porcentaje de quimerismo superior al 
80%. En cambio, Nox1 y Nox2 no parecen intervenir sobre el camino a seguir 
durante la diferenciación hematopoyética ya que, como hemos visto, su 
eliminación no genera ninguna alteración de las poblaciones celulares presentes 
tras la regeneración. 
Por otro lado, Nox4 no posee influencia sobre la capacidad de repoblación 
hematopoyética, ya que el quimerismo en los trasplantes con células en las que ha 
sido eliminada se mantiene equilibrado durante todo el tiempo. Sin embargo, en 
cuanto a las poblaciones celulares sí que parece tener importantes funciones, 
puesto que su eliminación muestra un incremento de poblaciones mieloides y un 
descenso de poblaciones linfoides a corto plazo, que recuerda al visto 
anteriormente con el trasplante de células Cyba , y a largo plazo una importante 
caída en el porcentaje de HSPCs. 
Finalmente, la eliminación del gen Cyba produce un incremento de 
poblaciones HSPC durante el trasplante primario, el cual no es imitado por la 
eliminación de ninguna de las NADPH oxidasas en solitario. Por ello, pensamos 
que éste puede ser un efecto debido a la inhibición combinada de varias de ellas, 
entre las que seguramente se encuentre Nox2, que sí ha demostrado el aumento de 
HSPCs en ratones Cybb  231,257. 
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RyD.8 - INHIBICIÓN FARMACOLÓGICA DE LA ACTIVIDAD 
NADPH OXIDÁSICA COMO TRATAMIENTO PARA 
MEJORAR LA REGENERACIÓN HEMATOPOYÉTICA EN 
TRASPLANTES DE MÉDULA ÓSEA 
Dos de las mayores complicaciones que se pueden encontrar a la hora de 
la realización de un trasplante de médula ósea son la disponibilidad de una 
reducida cantidad de células madre a injertar, y un elevado tiempo de espera hasta 
que las células madre trasplantadas comienzan a producir células inmunitarias 
maduras capaces de defender de nuevo al organismo, período durante el que el 
paciente es muy vulnerable a las infecciones. Ambos problemas pueden reducirse 
consiguiendo una mejoría en el anidamiento y proliferación de las células 
trasplantadas: un bajo número de células puede compensarse si un mayor 
porcentaje de ellas es capaz de anidar eficazmente en la médula ósea y poseen una 
mayor capacidad de autorrenovación; y un elevado tiempo de regeneración 
hematopoyética también puede acelerarse si las células madre son capaces de 
anidar y activarse antes. En este sentido, en los últimos años han surgido varias 
estrategias terapéuticas encaminadas a favorecer una mayor migración de las 
células trasplantadas hacia la médula ósea, y un mayor anidamiento en ésta 293. Por 
ejemplo, se ha intentado obtener una mayor expresión de Cxcr4 en las HSPCs 
trasplantadas, a través de una mayor formación de cúmulos lipídicos, mediante 
factores como el fragmento C3a, péptidos como la catelicidina, o incluso pequeños 
aumentos de temperatura 293. También se ha estudiado la exposición de las células 
a prostaglandina E2, que estimula la proliferación, división y diferenciación de 
HSCs, facilitando su anidamiento y activación 294. Incluso se ha demostrado el 
beneficio de realizar el trasplante en condiciones de hipoxia o en presencia de 
ciclosporina A, evitando la generación de ROS por la mitocondria y con ello la 
pérdida de las capacidades de células HSC 219. 
Durante este trabajo hemos demostrado que la eliminación del gen Cyba 
genera una ventaja competitiva en la regeneración de las células hematopoyéticas 
respecto a células normales, e incluso puede que una de las causas de esta ventaja 
sea precisamente una mayor expresión de Cxcr4 (Fig. 57). Por tanto, pensamos que 
un tratamiento farmacológico que inhiba la actividad NADPH oxidásica también 
podría ser útil como terapia para mejorar el proceso de regeneración en los 




trasplantes de médula ósea. Dado el poco desarrollo actual de inhibidores 
específicos frente a las NADPH oxidasas, para la comprobación de esta hipótesis 
nos decantamos por la utilización de DPI, el inhibidor más utilizado y conocido de 
la familia. 
Como herramienta experimental utilizamos de nuevo el trasplante 
competitivo de médula ósea, en el cuál trasplantamos un 50% de células CD45.1+ 
tratadas durante 12 horas con DPI 1 μM, en competición con un 50% de células 
CD45.2+. Por su parte, el grupo control fueron ratones trasplantados con un 50% 
de células CD45.1+ tratadas solo con vehículo, en competición con un 50% de 
células CD45.2+ (Fig. 67). 
 
Figura 67- Esquema del modelo de trasplante de médula ósea utilizado para 
evaluar el tratamiento con DPI. Más información en el texto. 
 
Previamente a la inyección de las células en los ratones receptores, 
analizamos una pequeña muestra de éstas para comprobar los niveles de ROS, y 
asegurarnos que el DPI hubiese sido efectivo. Los niveles de ROS medidos por 
citometría en las células tratadas con DPI fueron un 21% inferiores que en las 
células tratadas con vehículo (Fig. 68-A). Además, también comprobamos la 
viabilidad de las células mediante Anexina/7-AAD para confirmar que la dosis de 
DPI utilizada no era tóxica, encontrando un pequeño aumento del 3% de células en 
estado de necrosis respecto al grupo control (Fig. 68-B). Esta variación era muy 
pequeña, e incluso el porcentaje de células viables (negativas para ambos marcajes) 
difería mucho menos entre ambas condiciones, por lo que consideramos que la 
dosis era adecuada al producir un descenso destacable de los niveles de ROS sin 
apenas consecuencias sobre la viabilidad celular. 




Figura 68- Análisis de las células utilizadas para el trasplante competitivo 
de médula ósea tratada con DPI. A) Diagrama de barras que muestra los 
niveles de ROS de las células tras 12 horas de tratamiento con vehículo o con 
1 μM de DPI. B) Gráfico de sectores que representa el estado celular de las 
células tras el tratamiento. 
 
Tras el trasplante, la evolución de las células en sangre periférica fue 
similar en ambos grupos, no observando ninguna ventaja regenerativa de las 
células tratadas con DPI (Fig. 69-A). Al término del experimento, el análisis de los 
compartimentos hematopoyéticos tampoco mostró diferencias en ninguno de los 
linajes maduros (datos no mostrados), ni en las poblaciones de HSPCs (Fig. 69-B). 
 
Figura 69- Análisis de la evolución de células CD45.1+ tras el trasplante 
competitivo de células tratadas con DPI. A) Evolución del quimerismo de 
células CD45.1+ en sangre periférica a lo largo de 18 semanas tras el trasplante 
competitivo de células tratadas con vehículo o con DPI. Se representa la 
media ± DE (n=7). B) Análisis de las HSPCs generadas tras el trasplante 
competitivo. Las gráficas representan el porcentaje de células de cada 
población celular dentro de la población de células Lin¯, generadas a partir 
de las células CD45.1+, en los ratones del grupo control (puntos claros) y del 
grupo DPI (puntos oscuros), y la media de cada grupo de experimento 
(líneas). 




A pesar de este resultado adverso, decidimos continuar adelante con un 
trasplante secundario, ya que, al igual que sucede en nuestros trasplantes 
secundarios de Nox1  y Cybb , existen antecedentes en los que los resultados son 
más evidentes al evaluar la hematopoyesis a largo plazo que durante el trasplante 
primario, incluso con la utilización de un tratamiento frente a las ROS como la 
NAC 295. Desafortunadamente, a lo largo del trasplante secundario obtuvimos 
resultados bastante dispersos en el quimerismo y continuamos sin encontrar 
ninguna diferencia entre los ratones trasplantados con células tratadas con DPI y 
los ratones con células control (Fig. 70). 
 
Figura 70- Análisis de la evolución de células CD45.1+ tras el trasplante 
secundario de células tratadas con DPI. Evolución del quimerismo de células 
CD45.1+ en sangre periférica a lo largo de 14 semanas tras el trasplante 
secundario de células tratadas con vehículo o con DPI. Se representa la media 
± DE (n=5). 
 
Algunos artículos han demostrado beneficios en el anidamiento de las 
células trasplantadas mediante la reducción de los niveles de ROS de los 
individuos receptores con NAC 296,297, de manera que decidimos reintentar el 
ensayo modificando el diseño del experimento para implementar también este 
método. Además de tratar con DPI a las células donantes, tratamos también a los 
ratones receptores previamente al trasplante, y durante las 5 semanas posteriores. 
En este caso también decidimos realizar una irradiación subletal, en la cual los 
ratones reciben una dosis de radiación menor, encaminada a que el nicho 
hematopoyético sea más receptivo para las células trasplantadas. 
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Figura 71- Esquema del segundo modelo de trasplante de médula ósea 
utilizado para evaluar el tratamiento con DPI. Más información en el texto. 
 
Aun así, la evolución del trasplante continuó siendo similar en ambos 
grupos experimentales (Fig. 72), por lo que seguimos sin obtener una ventaja de 
repoblación hematopoyética aplicable mediante la inhibición de NADPH oxidasas. 
 
Figura 72- Análisis de la evolución de células CD45.1+ tras el segundo 
modelo de trasplante competitivo de células tratadas con DPI. Evolución 
del quimerismo de células CD45.1+ en sangre periférica a lo largo de 13 
semanas tras el trasplante competitivo en el que tratamos tanto células 
trasplantadas como ratones con vehículo o con DPI. Se representa la media ± 
DE (n=8). 
 
Pensamos que estos resultados no implican que esta vía de tratamiento no 
sea efectiva, sino que sería necesaria la capacidad de actuar de forma mucho más 
selectiva para evaluar el verdadero potencial de la inhibición de la actividad 
NADPH oxidásica. Por ello, el desarrollo de inhibidores más específicos de estas 































En base a los resultados obtenidos, podemos concluir que: 
1. Las células Lin¯ de ratón expresan Nox1, Nox2 y Nox4. 
2. La ausencia de p22phox en ratones provoca un aumento de las 
poblaciones celulares hematopoyéticas más inmaduras, las LT y ST-
HSCs. 
3. La deficiencia en ratones del gen Cyba promueve una mayor 
generación de células mieloides. 
4. La ausencia de p22phox en progenitores linfoides de ratón provoca un 
defecto en la maduración de linfocitos B. 
5. La ausencia de p22phox en ratones estimula la expresión de genes de 
inmunoglobulinas en etapas más inmaduras de la hematopoyesis. A 
su vez, estos ratones presentan un aumento de la producción de IgA e 
IgG. 
6. La deficiencia del gen Cyba en células hematopoyéticas de ratón 
reduce la activación de AKT en respuesta a citoquinas y los niveles 
totales de STAT5, mientras que aumenta los niveles de c-MYC. 
7. Tanto las células Cyba , como las células Nox1  y Cybb  de ratón, 
presentan ventaja en la capacidad de repoblación hematopoyética tras 
un trasplante de médula ósea, la cual se mantiene a largo plazo. 
8. Las células Cyba  de ratón reproducen el aumento de las poblaciones 
más inmaduras tras un trasplante de médula ósea, al menos a corto 
plazo, y, en parte, también reproducen el sesgo mieloide. 
9. Tras un trasplante de médula ósea, las células Nox4  de ratón generan 
alteraciones de las poblaciones celulares hematopoyéticas, sobre todo 
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